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Kdor išĉe cilj, 
bo ostal prazen, 
ko ga bo dosegel,  
kdor pa najde pot,  
bo cilj vedno nosil v sebi. 
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enakonoţcih (Porcellio scaber in Porcellionides pruinosus), ki so bile 
narejene na nanomaterialih. 
 
PRILOGA C: Dopolnilni rezultati, ki sluţijo za podporo, primerjavo in razlago razultatov 
14-dnevnega prehranjevalnega testa brez izbire hrane z nanodelci srebra in 
enakonoţci Porcellio scaber.  
 
PRILOGA D: Podrobnosti analize nanomaterialov s presevno ali vrstiĉno elektronsko 
mikroskopijo, ki sluţijo kot podpora rezultatom karakterizacije v Poglavju 
4.1.1. 
 
PRILOGA E: Dodatek k rezultatom karakterizacije disperzij nanodelcev srebra in 
cerijevega (IV) oksida, ki smo jih uporabili v poskusih s ĉebelami.  
 
PRILOGA F: Podrobnosti SEM-EDX analize površine ĉebel, ki sluţijo kot podpora 
rezultatom adsorbcije nanodelcev srebra na površino v Poglavju 4.3.3.1.1. 
  
PRILOGA G: Podrobnosti SEM-EDX analize površine ĉebel, ki sluţijo kot podpora 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ATP Adenozin trifosfat 
DNK Deoksiribonukleinska kislina 
EC Koncentracija, ki izzove biološki odziv (ang. effect concentration) 
FAAS Plamenska atomska absorbcijska spektroskopija (ang. flame atomic 
absorption spectroscopy) 
HPLC Visokotlaĉna tekoĉinska kromatografija (ang. high pressure liquid 
chromatography) 
ICP-MS Induktivno sklopljena plazma z masnim spektrometrom (ang. inductively 
coupled plasma with mass spectrometry) 
in vivo  V telesu organizma  
in vitro Izven telesa organizma ter v umetnih pogojih   
LC Smrtna koncentracija (ang. lethal concentration) 
liofilizacija Zamrznjeno sušenje pri nizki temperaturi in zniţanem tlaku 
NOEC Koncentracija, pri kateri ne opazimo biološkega odziva (ang. no observed 
effect concentration)  
PEC Priĉakovana koncentracija snovi v okolju (ang. predicted environmental 
concentration) 
ROI Obmoĉje analize (ang. region of interest) 
resp. Glede na vrstni red pred tem, v tem zaporedju (lat. respectivus, respectus) 
SEM Vrstiĉna elektronska mikroskopija (ang. scanning electron microscopy) 
TEM Presevna elektronska mikroskopija (ang. transmission electron 
microscopy) 
WHC Zadrţevalna kapaciteta vode (ang. water holding capacity) 
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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
 
Proizvedeni nanomateriali (NM) se zaradi unikatnih lastnosti uporabljajo v številnih 
tehnologijah in aplikacijah (Adeleye in sod., 2016; Boyes in sod., 2012; Mu in sod., 
2014). Proizvedeni NM so sestavni del številnih izdelkov na trţišĉu, po drugi strani pa 
nakljuĉni NM nastajajo tudi nenaĉrtno pri razliĉnih ĉlovekovih dejavnostih (Handy in 
sod., 2008).  
 
Proizvodnja NM, uporaba, obrabljanje in odlaganje odsluţenih izdelkov, ki vsebujejo 
NM, ter navsezadnje komunalni in industrijski izpusti ter odlaganje proizvodov ĉistilnih 
naprav in industrijskih odpadkov, vodijo v sprošĉanje NM v okolje (Gottschalk in sod., 
2011, 2015). Glede na navedeno so interakcije med NM in biosfero neizogibne, zaradi 
ĉesar se poraja vprašanje o njihovem vplivu na organizme. Znano je, da NM lahko v 
stiku z organizmom sproţijo razliĉne odzive (Mu in sod., 2014). Potencialni odziv, o 
katerem je malo znanega, je nevrotoksiĉni odziv (Boyes in sod., 2012; Thiéry in sod., 
2012). O nevrotoksiĉnosti govorimo, ko kemiĉni (naravna snov ali ksenobotik), biološki 
ali fizikalni agens povzroĉi neţeljene funkcionalne in/ali strukturne spremembe ter s 
tem spremeni normalno aktivnost ţivĉnega sistema organizma, ki lahko vodi do 
sprememb v vedenju, do trajnih poškodb ţivĉnega tkiva in celo smrti (Sanchez-
Hernandez, 2011; Varadarajn in sod., 2000).  
 
Naĉini ugotavljanja nevrotoksiĉnosti na posameznih nivojih biološke organizacije so 
razliĉni. Merimo lahko: vedenjske spremembe, morfološke in histopatološke 
spremembe ţivĉnega tkiva, spremembe na celiĉnem nivoju (nastajanje reaktivnih 
kisikovih in dušikovih zvrsti, aktivnost ţivĉnih prenašalcev in encimov, udeleţenih v 
njihovem metabolizmu). Spremembe v vedenju, ki jih raziskovalci omenjajo v literaturi 
in povezujejo s kvarnim delovanjem NM, so na primer motoriĉno, prehranjevalno, 
razmnoţevalno in izogibalno vedenje (Barros-Amorim in Scott-Fordsmand, 2012; 
Buffet in sod., 2014; Kool in sod., 2011; Li in sod., 2012; Milivojević in sod., 2015; 
Shouts-Wilson in sod., 2011). Vedenjski biomarkerji so obĉutljivo orodje za oceno 
vpliva ksenobiotikov na organizem, saj so indikatorji odzivov na organizemskem 
nivoju, a so relevantni tudi z ekološkega vidika, saj odzive na individualnem nivoju 
lahko poveţemo z odzivi na populacijskem nivoju (Amiard, 2009; Amiard-Triquet in 
Amiard, 2012). Na primer, NM imajo lahko vpliv na motoriĉno vedenje organizma, 
zaradi ĉesar se lahko zmanjša sposobnost umika pred neugodnimi okoljskimi pogoji, 
obrambe ali bega pred plenilci; NM lahko spremenijo stopnjo prehranjevanja organizma 
in s tem energetski metabolizem, kar se dolgoroĉno lahko odraţa v fitnesu in 
razmnoţevalni uspešnosti (Amiard-Triquet in Amiard, 2012; Buffet in sod., 2014; 
Lovern in sod., 2007; Mommaerts in sod., 2012). 
 
V doktorski nalogi smo uporabili dva kopenska nevretenĉarja, raka enakonoţca 
navadnega prašiĉka Porcellio scaber in koţekrilno ţuţelko medonosno ĉebelo Apis 
mellifera carnica. Taksonomsko razliĉna organizma sta zaradi ekoloških niš, ki ju 
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zasedata, pomemben ĉlen kopenskega ekosistema, poleg tega pa sta zaradi svojih 
specifiĉnih vedenjskih, morfoloških in fizioloških lastnosti in mobilnosti tudi obĉutljiva 
pokazatelja stanja v okolju. Zaradi vsega naštetega oba organizma sodita v interesno 
skupino modelnih organizmov za uporabo v ekotoksikoloških in nanotoksikoloških 
študijah. 
 
Predhodne študije s ĉebelami so pokazale, da nevrotoksiĉni organski pesticidi, kot so 
organofosfati, s katerimi ĉebele pridejo v stik med pašo, povzroĉajo motnje v 
holinergiĉni signalnih poti, ki se odraţajo v oslabljeni orientaciji, olfaktornem uĉenju in 
spominu, zaradi ĉesar se ĉebele niso zmoţne vrniti v panj, kar lahko vodi  celo do 
propada ĉebeljih kolonij (Farooqui, 2013). Podobnih študij na enakonoţcih v literaturi 
ni bilo moĉ najti, so pa znani podatki o vplivu razliĉnih organofosfatov na AChE v 
enakonoţcih (Stanek in sod., 2006). Ker se NM vedno bolj uveljavljajo kot nova vrsta 
ksenobiotika v okolju, podatkov o njihovem vplivu na kopenske organizme in okolje pa 
primanjkuje, so nadaljnje raziskave nujne. Namreĉ veĉji deleţ podatkov o 
nevrotoksiĉnosti NM temelji predvsem na in vitro študijah s sesalĉjimi in 
vretenĉarskimi celiĉnimi ter tkivnimi kulturami in na in vivo študijah z glodalci (Boyes 
in sod., 2012; Suh in sod., 2009; Thiéry in sod., 2012). Z izjemo redkih študij pa 
podatkov o nevrotoksiĉnem potencialu NM za kopenske nevretenĉarje ni na voljo ali pa 
podatki primanjkujejo. 
 
Trenutno v znanstveni literaturi najdemo le 8 študij na temo NM in ĉebel, ki so bile 
objavljene med letoma 2013 in 2018 (glej Priloga A). Od teh so bile tekom našega dela 
na doktorski nalogi objavljene štiri študije, ki so povezale ĉebele, njihovo vedenje in/ali 
holinergiĉni sistem ter nevrotoksiĉni potencial izbranih NM (ZnO, TiO2, ĉrnega ogljika 
in CeO2), in so vse rezultat dela naše razširjene raziskovalne skupine (Milivojeviĉ in 
sod. 2015; Jemec in sod., 2016b; Glavan in sod., 2017; Kos in sod., 2017). Tudi študije 
o vplivu NM na druge ţuţelke so maloštevilĉne. Mommaerts in sod. (2012) so 
raziskovali vpliv kroniĉne izpostavitve hrani, ki je bila onesnaţena z NM SiO2 Ludox 
TMA (0,034‒340 mgL
-1
), na temne zemeljske ĉmrlje Bombus terrestris. Avtorji so 
ugotovili, da izpostavitev ni imela vpliva na smrtnost in pašno vedenje ĉmrljev, je pa 
povzroĉila poškodbe ĉrevesnega epitela in imela vpliv na prekinitev razmnoţevalnega 
vedenja. Avtorji niso izkljuĉili moţnosti potencialnega nevrotoksiĉnega vpliva. Druga 
študija, v kateri so povezali vpliv površinske izpostavitve razliĉnim ogljikovim NM s 
spremembami v motoriĉnem vedenju, je bila študija na odraslih vinskih mušicah 
Drosophila melanogaster (Liu in sod., 2009). Prehod NM iz sistema v ţivĉno tkivo in 
morebitne histopatološke spremembe ţivĉnega tkiva kopenskih nevretenĉarjev po nam 
znanih podatkih še niso bile dokumentirane, so pa Rocha in sod. (2011) pokazali, da je 
injiciranje Au NM v predel glave šĉurka Blaberus discoidalis povzroĉilo enkapsulacijo 
Au NM v moţganskem tkivu, ki so jo spremljale gibalne teţave.  
 
Študij, ki bi povezale NM, njihov potencialni nevrotoksiĉni uĉinek in kopenske 
enakonoţne rake, po našem vedenju ni. Znano pa je, da imajo lahko sicer druga 
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onesnaţevala, kot so na primer organofosfatni pesticidi, med katere sodi tudi diazinon, 
in neonikotinoidi, nevrotoksiĉni uĉinek na holinergiĉni sistem kopenskih enakonoţcev 
(Stanek in sod., 2006; Drobne in sod., 2008, resp.).   
 
Cilj te doktorske disertacije je bil raziskati nevrotoksiĉni vpliv izbranih potencialno 
najpogostejših okoljskih nanopolutantov, nanodelcev srebra (nAg), cerijevega (IV) 
oksida (nCeO2) in titanovega dioksida (nTiO2) (Botterro in sod., 2015), pri dveh 
nevretenĉarjih, ĉebelah A. m. carnica in enakonoţcih P. scaber, s študijo holinergiĉnega 
sistema in vedenja. Osnova za raziskave vpliva izbranih NM na organizma so bili 
prehranjevalni poskusi, ki so jim sledile nadaljnje analize izbranih encimskih aktivnosti, 
adsorbcije NM na telesno površino ali asimilacije. Za študijo vedenja smo za oba 
organizma razvili razliĉne izbirne teste, s katerimi smo preizkusili prehranjevalno 
vedenje, sposobnost zaznave, izbire ali izogibanja medijem, ki so vsebovali posamezne 
testne NM.  
  
Naše raziskovalne hipoteze so bile: 
 
1. hipoteza: Nanomateriali imajo potencialni nevrotoksiĉni vpliv na izbrane testne 
organizme, kar je mogoĉe potrditi z motnjami v delovanju holinergiĉnega sistema. 
 
2. hipoteza: Nevrotoksiĉnost je povezana s spremembami v vedenju organizmov. Vplivi 
nanomaterialov zauţitih s hrano se lahko pokaţejo kot spremembe v vedenju in 
delovanju ţivĉevja.  
 
3. hipoteza: Nevrotoksiĉnost je povezana z vstopom delcev ali njihovih razgradnih 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 NANOMATERIALI  
 
2.1.1 Definicija nanomaterialov 
 
Po definiciji Evropske komisije (2011) so nanomateriali (NM) naravni, nakljuĉni ali 
proizvedeni materiali. Osnovni gradniki NM so v nevezani obliki, v obliki agregatov ali 
aglomeratov, v katerih ima glede na številĉno porazdelitev velikosti ≥ 50 % delcev vsaj 
eno ali veĉ zunanjih dimenzij v velikostnem obmoĉju med 1 in 100 nm. Pogosto za NM 
uporabljamo izraze, ki so bili definirani s strani Mednarodne organizacije za 
standardizacijo (International Organization for Standardization, ISO TS 80004-2, 2015), 
kot so nanodelci (ang. nanoparticle; delci katerekoli oblike s tremi zunanjimi 
dimenzijami med 1 in 100 nm); nanovlakna (ang. nanofibers; delci katerekoli oblike z 
dvema zunanjima dimenzijama med 1 in 100 nm); in nanoplošĉice (ang. nanoplates; 
delci katerekoli oblike z eno zunanjo dimenzijo med 1 in 100 nm in nanovlakna). Glede 
na slednjo definicijo lahko za NM, ki smo jih uporabili v naši doktorski nalogi, 
uporabljamo tudi izraz “nanodelci”. 
 
2.1.2 Naravni, naključni in proizvedeni nanomateriali 
 
2.1.2.1 Naravni nanomateriali  
 
Naravni NM v okolju niso nov pojav, temveĉ so prisotni ţe od nekdaj in nastajajo z 
razliĉnimi procesi, ki jih lahko v grobem razdelimo na geološke in biološke. Geološki 
procesi vkljuĉujejo na primer kroţenje vode, erozijo, nastanek in preperevanje 
mineralov ter vulkansko aktivnost, pri katerih se tvorijo anorganski NM, kot so aerosoli 
vodnih teles, koloidni delci, mineralni delci (npr. ţelezovi, aluminijevi, manganovi 
oksidi in hidroksidi), vulkanski prah itd. (Batley in sod., 2012; Handy  in sod., 2008; 
Tedesco in Sheehan, 2010). Z biološkimi procesi pa nastajajo tako organski NM (npr. 
huminske in fulviĉne kisline, fibrilarni koloidi) kot tudi anorganski NM, saj lahko 
nekateri organizmi tvorijo tudi mineralne vkljuĉke znotraj celic. Mnogi biološki procesi 
tipiĉno delujejo v nanometrskem velikostnem obmoĉju in mnoge biološke entitete so 
nanometrskih velikosti (npr. lipidne membrane, proteinov, DNK/RNK in druge 
organske makromolekule, virusi). Nekatere od teh se v okolje sprošĉajo neposredno iz 
organizmov (npr. eksudati iz mikroorganizmov, gliv, alg, rastlin in ţivali; virusi) ali pa 
med razgradnjo odmrlega biološkega materiala (Handy in sod., 2008).  
 
2.1.2.2 Nakljuĉni nanomateriali  
 
Nakljuĉni NM nastajajo nenaĉrtno kot stranski produkti pri razliĉnih ĉlovekovih 
dejavnostih (npr. obraba pnevmatik, izpusti dizelskih motorjev, industrijski izpusti, 
varjenje itd.) (Handy in sod., 2008). 
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2.1.2.3 Proizvedeni nanomateriali 
 
Izraz proizvedeni nanomateriali (ang. engineered nanomaterials) se nanaša na NM, ki 
jih je izdelal ĉlovek (Handy in sod., 2008). Proizvedene NM lahko razdelimo v sedem 
glavnih skupin NM, ki so: ogljikovi (npr. ĉrni ogljik, grafen, ogljikove cevke), 
polprevodniki (npr. kvantne pike, SiO2), kovinski oksidi (npr. ZnO, CuO, CeO2, TiO2, 
Fe2O3, Fe3O4, Al2O3), kovinski (npr. Ag, Pt, Au, Cu, Co), nanopolimeri (npr. 
dendritimeri), nanoglinenci, liposomi in emulzije (npr. akrilni lateks) (Batley in sod., 
2011; Gicheva in Yordanov, 2013). 
 
2.1.3 Lastnosti in uporabnost proizvedenih nanomaterialov  
  
Proizvedeni NM so lahko najrazliĉnejših oblik, s površinskimi prevlekami in 
površinskimi modifikacijami, stabilizatorji, v trdnem ali tekoĉem agregatnem stanju. 
Proizvedeni NM imajo unikatne kemijske in fizikalne lastnosti, ki se razlikujejo od 
veĉjih delcev z enako kemijsko sestavo in naravno prisotnimi spojinami, zato se 
uporabljajo v številnih aplikacijah in tehnologijah. Glavni razlog za to tiĉi v nano 
velikosti, zaradi katere za NM veljajo zakonitosti kvantne mehanike in imajo primarni 
delci veliko specifiĉno površino. Slednje pa pomeni, da imajo NM velik deleţ atomov 
na svoji površini, visoko površinsko energijo in so nagnjeni k agregaciji (Gicheva in 
Yordanov, 2013). Unikatne lastnosti NM vkljuĉujejo strukturne, reaktivne, katalitiĉne, 
optiĉne, mehanske, elektro-magnetne, elektronske, farmakokinetske in biološke 
lastnosti. Le nekateri konkretni primeri unikatnih lastnosti NM so: optiĉne lastnosti 
kvantnih pik, zlata, cinkovega oksida in titanovega dioksida, elektronske lastnosti 
grafena, trdnost ogljikovih nanocevk, antibakterijske lastnosti srebra, katalitiĉne 
lastnosti cerijevega (IV) oksida in platine (Gicheva in Yordanov, 2013). 
 
Nanotehnologija danes ni veĉ le razvijajoĉa se tehnologija, temveĉ je dobro vpeta v 
najrazliĉnejša podroĉja ĉlovekovih dejavnosti in panog, kot so na primer ţivilska, 
kozmetiĉna, tekstilna, farmacevtska, kemijska, elektrotehniĉna, vesoljska in letalska 
industrija, pa tudi kmetijstvo, biomedicina, energetika, remediacija okolja itd. (Boyes in 
sod., 2012; Gicheva in Yordanov, 2013; Mu in sod., 2014; Kah in Hofman, 2014; Kah, 
2015; Adeleye in sod., 2016; Vance in sod., 2015). Po podatkih Vance in sod. (2015) je 
na trţišĉu ţe veĉ kot 2000 izdelkov za splošno rabo, ki vsebujejo proizvedene NM. 
Glede na ocene, ki so bile objavljene v trţnem poroĉilu Future Markets, naj bi v letu 
2016 svetovna produkcija proizvedenih NM znašala 44 267 ton in bila ocenjena na ≥ 5 
milijard ameriških dolarjev (Mu in sod., 2014). 
 
2.1.4 O testnih nanomaterialih v doktorski nalogi 
 
V naši doktorski nalogi smo uporabili tri proizvedene NM, ki jih je Organizacija za 
ekonomsko sodelovanje in razvoj (OECD, 2007) uvrstila na seznam NM za prednostno 
testiranje: nano srebro (nAg), nano cerijev (IV) oksid (nCeO2), nano titanov dioksid 
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(nTiO2) in pigmentni titanov dioksid (TiO2) (v nadaljevanju besedila ob naslavljanju 
obeh oblik pa kot (n)TiO2). Lastnosti izbranih testnih NM bomo podrobno opisali v 
poglavju Material in metode. Izbira NM je temeljila na njihovi pogostosti uporabe v 
razliĉnih aplikacijah, velikih proizvodnih koliĉinah (nCeO2 in (n)TiO2), prisotnosti v 
številnih komercialnih izdelkih (nAg) in visoke verjetnosti za njihovo sprošĉanje v 
naravno okolje (Bottero in sod., 2015; Gottschalk in sod., 2015). Poleg tega pa so bili 
izbrani NM karakterizirani kot materiali z razliĉno kinetiko in mehanizmi 
(bio)transformacije, zato so zanimivi tudi za študije mehanizmov delovanja na 
organizme.  
 
2.1.4.1 Nano srebro 
 
Srebro nima znane fiziološke vloge v organizmih. Srebro je znano po svojih 
antimikrobnih lastnostih, ki so jih izkorišĉali ţe v antiki, zato imajo nAg široko 
uporabnost v številnih izdelkih za splošno rabo (McShan in sod., 2014). Antimikrobne 
in redukivne lastnosti nAg se danes s pridom uporabljajo v elektroniki, v katalitiĉnih 
procesih, biomedicini (v prostetiki, za prevleke ran, medicinske pripomoĉke, kirurški 
pribor), v tekstilstvu, v gospodinjskih napravah (kot so hladilniki, peĉice, klimatske 
naprave, naprave za ĉišĉenje zraka in vode, vakumski sesalniki, pomivalni in pralni 
stroji) in drugih izdelkih za vsakdanjo rabo, kot so barve, prevleke, kozmetika, oblaĉila, 
pakirna embalaţa (McShan in sod., 2014; Piccinno in sod., 2012; Smulders in sod., 
2015) ter tudi v nanopesticidnih pripravkih (Kah in Hofmann, 2014). Po podatkih Vance 
in sod. (2015) je na trţišĉu ţe veĉ kot 435 izdelkov za splošno rabo, ki vsebujejo nAg. 
Letna produkcija nAg je bila ocenjena med 452 in 10000 ton (Keller in sod., 2013; 
Piccinno in sod., 2012, resp.).  
 
Mehanizem antimikrobnega delovanja izdelkov, ki vsebujejo nAg, so pojasnili s 
postopnim in dolgotrajnim sprošĉanjem srebrovih ionov (Ag
+
) zaradi oksidacije 
površine ob prisotnosti vode in kisika (Kumar in Münstedt, 2005), kar še dodatno 
pospešijo ligandi s tiolnimi (‒SH) skupinami (McShan in sod., 2014). Antimikrobni 
uĉinek nato doseţejo sprošĉeni Ag
+
, ki poškodujejo celiĉno steno in/ali membrane 
(obseţni pregled v McShan in sod., 2014), inaktivirajo razliĉne bakterijske encime 
(Ratte, 1999) z vezavo na ‒SH skupine proteinov, inhibirajo prepisovanje DNK, 
respiracijo in sintezo ATP (Jeon in sod., 2003).  
 
Osnova mehanizma, ki daje nAg antimikrobne lastnosti, bi bila lahko eden glavnih 
vzrokov za potencialne kvarne vplive nAg na procese v okolju in organizme (poleg 
velikosti, oblike, površinskih prevlek, dodanih stabilizatorjev in drugih specifiĉnih 
fizikalno-kemijskih lastnosti) (Levard in sod., 2012; McShan in sod., 2014). 
 
2.1.4.2 Nanodelci cerijevega (IV) oksida 
 
Nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2) so industrijski proizvod iz cerija z mnogimi 
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(veĉinoma) industrijsko pomembnimi aplikacijami. Cerij je najpogostejši element med 
zemeljskimi redkimi elementi in njegovi minerali so se ţe v preteklosti uporabljali v 
razliĉne industrijske namene, v farmaciji (Dahle in Arai, 2015) in v kmetijstvu (Pang in 
sod., 2002). Nanodelci CeO2 so danes eden kljuĉnih cerijevih materialov, ki se 
uporabljajo v dodatkih za goriva, katalizatorjih, v gorivnih celicah, za plinske senzorje, 
v optiĉnih napravah, UV absorbentih, samoĉistilnih premazih, v kemijsko-mehanski 
planarizaciji, v proizvodnji vodika s termokemiĉnim cepljenjem vode, kot pigmenti v 
steklu in keramiki, kot sorbenti v remediaciji okolja, v biomedicini, pa še bi lahko 
naštevali (Cassee in sod., 2011; Dahle in Arai, 2015; Piccinno in sod., 2012). Letna 
proizvodnja nCeO2 je bila ocenjena med 100 in 10000 ton (Piccinno in sod., 2012; 
Keller in sod., 2013, resp.). 
 
Nanodelci CeO2 so nenadomestljivi v nekaterih aplikacijah, kar lahko pripišemo 
unikatnim fizikalno-kemijskim lastnostim, kot so izjemno nizka topnost v vodnih 
medijih pri okoljskih pogojih, visoka reaktivnost in autoregenerativna redoks katalitiĉna 
aktivnost, ki izvirajo iz kristalne strukture (Dahle in Arai, 2015). Cerijev atom ima dve 




. Prva posebnost kristalne strukture nCeO2 je 
v tem, da v nanodelcih obstajajo cerijevi atomi v obeh valenĉnih stanjih, pri katerih je 
pogosto veĉ Ce
3+
 (60 %), kar je pogojeno z velikostjo delcev in naĉinom sinteze (med 
drugim). Druga posebnost pa je v prisotnosti kisikovih vrzeli na površini delcev, ki se 
lahko napolnijo s kisikovimi atomi iz okolja. Zaradi kubiĉne kristalne strukture nCeO2 
so kisikovi atomi v isti ravnini, kar mogoĉa hitro difuzijo kisika med vrzelmi, pri ĉemer 
cerijevi atomi spontano prehajajo med reducirano (Ce
3+
) in oksidirano (Ce
4+
) obliko 
(Andreescu in sod., 2014; Dahle in Arai, 2015).  
 
Ker je nCeO2 izjemno obstojen material in se lahko vede kot oksidant ali reducent, kar 
je pogojeno z neposrednim okoljem, bi bila lahko to glavna vzroka za potencialne 
kvarne vplive nCeO2 na procese v okolju in organizme (poleg velikosti, oblike, 
površinskih prevlek, dodanih stabilizatorjev in drugih specifiĉnih fizikalno-kemijskih 
lastnosti). 
 
2.1.4.3 Nanodelci titanovega dioksida 
 
Titanov dioksid je industrijski proizvod z mnogimi komercialnimi in industrijsko 
pomembnimi aplikacijami. Titanov dioksid je oksid kovinskega titana, devetega 
najpogostejšega elementa v zemeljski skorji, ki se v naravi pojavlja v razliĉnih 
mineralnih peskih. Najpogostejši kristaliniĉni obliki TiO2 sta anataz in rutil. Titanov 
dioksid je bel praškast material, termalno in kemijsko stabilen, nevnetljiv in netopen v 
vodnih medijih pri normalnih pogojih.  
 
V doktorski nalogi smo v poskusih z enakonoţci uporabili dve vrsti TiO2. Kot del širše 
raziskave smo uporabili komercialni pigmentni TiO2 (rutil), z veĉjo velikostjo primarnih 
delcev (< 220 nm), ki se veĉinoma uporablja v barvah za optimizacijo razpršitve vidne 
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svetlobe in poslediĉne neprosojnosti (opacitete) (Jemec in sod., 2016a). Uporabili pa 
smo tudi ultrafini nTiO2 (anataz; < 25 nm), ki se uporablja v najrazliĉnejših industrijskih 
in potrošniških izdelkih, med drugim v barvah, premazih, lepilih, papirju in lepenkah, 
plastiki in gumi, tiskarskih barvah, premazanih vrstah blaga in tekstila, katalizatorskih 
sistemih, avtomobilskih izdelkih, keramiki, talnih oblogah, kritinah, kozmetiki in 
farmacevtskih izdelkih, sredstvih za ĉišĉenje vode, barvilih za hrano (E171) in tudi v 
nanopesticidnih pripravkih (Kah in Hofmann, 2014; Piccinno in sod., 2012). Nanodelci 
TiO2 se uporabljajo denimo tudi kot katalizatorji pri denitrifikaciji v izpušnih sistemih 
avtomobilov, tovornjakov in elektrarn, s ĉimer se zmanjšajo vplivi izpuhov na okolje. 
Letna produkcija nTiO2 je bila ocenjena med 10000 in 88000 ton (Piccinno in sod., 
2012; Keller in sod., 2013, resp.). 
 
Nanodelci TiO2 (anataz) imajo fotokatalitiĉne lastnosti, zato se jih uporablja v premazih 
za samoĉistilne površine (Kwon in sod., 2008); za ĉišĉenje odpadnih voda in 
onesnaţenih vodnih teles, kjer pod vplivom svetlobe katalizirajo razgradnjo organskih 
snovi (Nakata in Fujishima, 2012) in prepreĉujejo mikrobno rast (Amezaga-Madrid in 
sod., 2002). Razliĉni materiali TiO2 se razlikujejo v fotokatalitiĉni uĉinkovitosti. Na 
primer, rutilni nTiO2 z aluminij-cirkonijevo obleko precej niţjo fotokatalitiĉno aktivnost 
v primerjavi z neobleĉenimi anataznimi nTiO2 (Allen in sod., 2002; Yin in sod., 2012). 
Mehanizem fotokatalize nTiO2 je v absorbciji fotonov UV svetlobe, ki vzbudijo 
elektrone na površini nTiO2 in nato preidejo iz valenĉnega v prevodni pas. Pri tem 
površina nTiO2 postane prekrita z elektroni, medtem ko v valenĉnem pasu nastanejo 
elektronske vrzeli, ki se zapolnijo z elektroni okoljskih molekul, npr. kisika, vode in 
hidroksidnih ionov (OH
-
), nastanejo pa reaktivne kisikove zvrsti (ROS), kot so 
hidroksilni radikali (OH), superoksidi (O2
-
) in perhidroksilni radikali (HOO). Ti 
procesi so poimenovani kot avtoprodukcija ROS. Reaktivni kisikovi radikali in 
superoksidi nato oksidirajo organske snovi, ki se pogosto razgradijo do ogljikovega 
dioksida, vode in anorganskih ionov (Amezaga-Madrid in sod., 2002; Kwon in sod., 
2008; Nakata in Fujishima, 2012).  
 
Izjemna obstojnost in fotokatalitiĉne lastnosti TiO2, zaradi katerih pride do 
avtoprodukcije ROS, bi bile lahko eden glavnih vzrokov za potencialne kvarne vplive 
nTiO2 na procese v okolju in organizme (poleg velikosti, oblike, površinskih prevlek, 
dodanih stabilizatorjev in drugih specifiĉnih fizikalno-kemijskih lastnosti). 
 
2.1.5 Interakcije med nanomateriali in okoljem 
 
2.1.5.1 Pot vstopa proizvedenih nanomaterialov v okolje 
 
V znanstveni skupnosti velja splošno mnenje, da proizvodnja NM, uporaba, obrabljanje 
in odlaganje odsluţenih izdelkov, ki vsebujejo NM, ter na vse zadnje komunalni in 
industrijski izpusti ter odlaganje proizvodov ĉistilnih naprav in industrijskih odpadkov, 
vodijo v sprošĉanje proizvedenih NM v okoljske kompartmente (t.j. tla, vodne sisteme, 
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atmosfero in biosfero) (Handy in sod., 2008; Gottschalk in sod., 2011, 2015; Keller in 
sod., 2013; Tourinho in sod., 2012). 
 
Ker so interakcije med okoljem oz. biosfero ter nakljuĉnimi in proizvedenimi NM 
neizogibne, a teţko predvidljive, se porajajo vprašanja o vstopu in vplivu proizvedenih 
NM na procese v okolju (Batley in sod., 2012; Gicheva in Yordanov, 2013). Poti vstopa 
NM v okoljske kompartmente so razliĉne. Nanomateriali lahko v tla vstopijo z 
nanognojili in nanopesticidi (Brown in sod., 2016; Derbalah in sod., 2014; Kah, 2015; 
Kah in Hofmann, 2014), z odlaganjem proizvodov ĉistilnih naprav (aktivnega in trdnega 
blata) na kmetijske površine in odlagališĉa, izpiranjem površin ali z vsedanjem delcev iz 
zraka (Batley in sod., 2012). V vodne sisteme lahko vstopijo neposredno z izpusti 
industrije, gospodinjstev ali ĉistilnih naprav, z izpiranjem tal in vsedanjem delcev iz 
zraka. Proizvedeni NM lahko vstopajo v atmosfero neposredno z izpusti industrije, 
seţigalnic odpadkov, prometa. V atmosferi se lahko proizvedeni NM zaradi svoje 
majhnosti prenašajo kot aerosoli na daljše razdalje, ki se nato lahko odlagajo na tla, v 
vodne sisteme in bioto (Batley in sod., 2012; Gottschalk in sod., 2015; Handy in sod., 
2008; Keller in Lazareva, 2014; Tourinho in sod., 2012).  
 
Razliĉni modeli kaţejo, da so glavni viri: (1) nAg netretirane odpadne vode in izpusti 
ĉistilnih naprav, glavni prejemniki pa so tla in vodni sistemi; (2) nCeO2 izpusti iz 
prometa, aktivno blato ĉistilnih naprav in neobdelane odpadne vode, glavni prejemnik 
izpustov pa so tla; in (3) nTiO2 aktivno blato in izpusti ĉistilnih naprav ter netretirane 
odpadne vode, glavna prejemniki pa so tla in vodni sistemi (Bottero in sod., 2015; 
Gottschalk in sod., 2011, 2015; Keller in Lazareva, 2014; Keller in sod., 2013). 
 
 
Raziskave so pokazale, da NM (ali njihovi razpadni produkti) lahko vstopajo v razliĉne 
prehranjevalne verige (Batley in sod., 2012; Hernandez-Viezcas in sod., 2013; 
Hawthorne in sod., 2014; Jovanović in sod., 2016; Judy in sod., 2010; Kubo-Irie in sod., 
2016; López-Moreno in sod., 2010; Majumdar in sod., 2016; Nam in sod., 2014). 
 
2.1.5.2 Transformacije nanomaterialov v okolju  
 
Študije na naravnih NM in koloidih kaţejo, da ti v okolju pogosto obstajajo le 
prehodno, saj so podvrţeni transformacijam, kot so homoagregacija, heteroagregacija z 
mineralnimi in organskimi koloidi in sedimentacija, pri ĉemer se njihova velikost 
poveĉa (100‒1000 nm) ali pa se raztopijo (Hotze in sod., 2010). Podobne zakonitosti 
transformacij bi lahko veljale tudi za proizvedene NM, pri ĉemer ne smemo zanemariti 
vpliva unikatnih fizikalno-kemijskih lastnosti NM kot tudi sprejemnega medija in 
okoljskih pogojev (svetloba, temperatura, pH, aerobni/anaerobni pogoji, delovanje 
mikroorganizmov) (Batley in sod., 2012; Boyes in sod., 2012; Lowry in sod., 2012).  
 
Glede na znanstveno literaturo lahko potencialne transformacije, ki so jim v naravnem 
okolju podvrţeni proizvedeni NM, razdelimo na: (1) fizikalne transformacije (homo-
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/heteroagregacija, aglomeracija, sedimentacija); (2) interakcije s površinami ali snovmi 
(adsorbcija organskih snovi, adsorbcija/desorbcija na razliĉne površine, organske in 
mineralne koloide); (3) kemijske transformacije (fotokemijske transformacije, redoks 
reakcije, raztapljanje) in (4) biološke transformacije (biodegradacija in biomodifikacija) 
(Batley in sod., 2012; Gicheva in Yordanov, 2013; Hotze in sod., 2010; Mu in sod., 
2014; Tourinho in sod., 2012).  
 
Transformacije nato nadalje pogojujejo kemijsko sestavo, velikost, fizikalno-kemijske 
lastnosti, reaktivnost, biodostopnost, obstojnost in mobilnost NM ali njihovih 
potencialnih razpadnih produktov med okoljskimi kompartmenti (Batley in sod., 2012; 
Gicheva in Yordanov, 2013; Hotze in sod., 2010; Mu in sod., 2014; Tourinho in sod., 
2012). Zaradi unikatnih fizikalno-kemijskih lastnosti proizvedenih NM, kot so na 
primer dodatne površinske prevleke ali stabilizacija s spojinami, kot so surfraktanti, 
polimeri in polielektroliti, bi bili ti lahko zelo obstojni, teţko razgradljivi in bolj/manj 
reaktivni v primerjavi z naravnimi NM (Batley in sod., 2012). Spojine, s katerimi so 
obleĉeni/stabilizirani proizvedeni NM, lahko nastopajo v koncentracijah ali strukturnih 
oblikah, ki se v naravi ne pojavljajo, in bi se lahko z (bio)razgradnjo sprošĉale v okolje 
ter bi poslediĉno lahko imele tudi kvaren uĉinek (Batley in sod., 2012). Proizvedeni NM 
so skrbno naĉrtovani in sintetizirani za specifiĉne namene, zaradi ĉesar se lahko 
pojavljajo v kompozitih in kristalnih strukturah, ki jih v naravi ni (Handy in sod., 2008).  
 
Glede na ta dejstva bi prisotnost proizvedenih NM in njihovih transformiranih 
produktov v okolju lahko imela (negativne) posledice za okolje in organizme. Temeljita 
interdisciplinarna obravnava proizvedenih NM pred priĉetkom uporabe v komercialnih 
izdelkih in ocene tveganj so zato nujne (temeljita karakterizacija proizvedenih NM, 
transformacij v sintetiĉnih in realnih okoljskih medijih, testi strupenosti, simulacije poti 
vstopa in transformacij itd.).  
 
2.1.5.3 Okoljske koncentracije proizvedenih nanomaterialov 
 





lahko priĉakujemo, da se bodo v prihodnosti le še poveĉevale vzporedno z narašĉajoĉo 
uporabo NM (Batley in sod., 2012; Gottschalk in sod., 2015; Keller in sod., 2013). 
Trenutno v znanstveni literaturi ni podatkov o realnih okoljskih koncentracijah 
posameznih proizvedenih NM na raĉun omejitev v separacijskih in analitiĉnih metodah, 
ki za enkrat še ne morejo loĉevati med proizvedenimi NM in naravno prisotnimi delci. 
Edini vir informacij predstavlja raĉunalniško modeliranje, katerega rezultat so 
priĉakovane okoljske koncentracije proizvedenih NM (ang. predicted environmental 
concentrations, PEC) (Gottschalk in sod., 2013, 2015; Keller in Lazareva, 2014).
 
V eni 
od novejših študij so Gottschalk in sod. (2015) modelirali PEC za 9 proizvedenih NM v 
danskem okolju in pri tem upoštevali celoten ţivljenjski cikel NM – tako rekoĉ “od 
zibelke do groba”, del rezultatov pa smo povzeli v Preglednici 1. Vrednosti PEC za nAg 
so nizke zaradi hitre (bio)transformacije nAg v okolju (Gottschalk in sod., 2015). 
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Preglednica 1: Modelirane priĉakovane okoljske koncentracije (PEC) nanodelcev srebra (nAg), cerijevega 
(IV) oksida (nCeO2) in titanovega dioksida (nTiO2) v razliĉnih tehniĉnih in naravnih kompartmentih 
(povzeto po Gottschalk in sod., 2015; Keller in Lazareva, 2014).  
Table 1: Modeled predicted environmental concentrations (PEC) for silver (nAg), cerium (IV) oxide 
(nCeO2), and titanium dioxide nanoparticles (nTiO2) in different technical and natural compartments 
(adapted from Gottschalk et al., 2015; Keller and Lazareva, 2014). 
 
Kompartment  nAg nCeO2 nTiO2 
Tehnični     







Aktivno blato ĈN 4,2-250 µg kg
-1
 44-2300 µg kg
-1
 69-1500 mg kg
-1
 
Trdno blato ĈN* 0,8-6 mg kg
-1
 2-30 mg kg
-1
 400-1000 mg kg
-1
 
Pepel iz seţigalnic 100-330 µg kg
-1
 240-12000 µg kg
-1
 17-430 mg kg
-1
 
Naravni     
Zrak 0,004-0,011 ng m
-3
 0,01-0,6  ng m
-3
 0,01-0,5 ng m
-3
 







Sediment  0-16 µg kg
-1
 0,2-45 µg kg
-1
 200-28000 µg kg
-1
 
Naravna prst 13-61 ng kg
-1
 24-1500 ng kg
-1
 0,024-1,1 µg kg
-1
 
Kmetijska prst 6-21 ng kg
-1
 10-530 ng kg
-1
 0,01-0,39 µg kg
-1
 
Urbane prsti 23-81 ng kg
-1
 39-2100 ng kg
-1
 0,039-1,5 µg kg
-1
 
Prst z dod. aktivnim blatom 20-530 ng kg
-1
 94-5100 ng kg
-1
 130-3100 µg kg
-1
 
ĈN – ĉistilna naprava    
* povzeto po Keller in Lazareva, (2014) 
 
2.1.6 Interakcije med nanomateriali in organizmi  
 
Moţnih interakcij med NM (in/ali njihovimi potencialnimi razpadnimi produkti) in 
organizmi je veĉ. Kopenski organizmi lahko pridejo v stik z NM (1) neposredno z 
onesnaţenim zrakom, vodo ali prstjo preko telesne površine in z vdihavanjem 
onesnaţenega zraka; in (2) posredno preko uţivanja onesnaţene hrane in vode (Boyes in 
sod., 2012; Cassee in sod., 2011). Glavna naĉina vstopa NM v organizem, ki 
predstavljata nevarnost za sistemsko absorbcijo in prerazporeditev po telesu, sta: preko 
dihalnega sistema in preko prebavnega trakta (Boyes in sod., 2012; Cassee in sod., 
2011; Mu in sod., 2014).  
 
Vstop NM preko zunanje telesne površine s penetracijo skozi intaktni integument 
organizmov je sicer moţen, a manj verjeten naĉin (Boyes in sod., 2012; Wu in sod., 
2009; Zhang in Monteiro-Riviere, 2009), bolj verjeten pa je v primeru nevretenĉarjev z 
vlaţno in tanjšo kutikulo ‒ primer so študije na deţevnikih (Li in sod., 2011) in glistah 
(Wang H. in sod., 2009). Trenutno še vedno ni dovolj podatkov, ki bi zagotovo potrdili 
prehod delcev skozi telesno površino. Z napredkom analitskih tehnik, ki omogoĉajo 
loĉevanje med delci in ioni, pa bo to bolj moţno. Konkretno so pri kopenskih 
enakonoţcih pokazali, da je glavna pot privzema kovin v telo preko prebavil, saj 
eksoskelet (debela veĉlojna kutikula) verjetno ne omogoĉa znatnejšega vnosa snovi v 
telo (Vivjer in sod., 2005). Znano pa je, da lahko lipofilne ali hlapljive snovi, prehajajo 
v telo tudi skozi telesno površino enakonoţcev (Loureiro in sod., 2005; Vink in sod. 
1995) in ĉebel (Barron in sod., 2007; OECD, 1998b). 
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Poleg tega pa zunanja telesna površina organizmov nudi moţnost za adsorbcijo NM. 
Proizvedeni NM imajo raznolik adsorbcijski potencial: kovinski in kovinski oksidni 
NM kaţejo šibkejši, ogljikovi NM pa zelo moĉan adsorbcijski potencial (Xia in sod., 
2011). Moĉno adsorbcijo NM ĉrnega ogljika in ogljikovih cevk so pokazali pri razliĉnih 
organizmih, kot so na primer vinske mušice (Liu in sod., 2009) in liĉinke solinskih 
rakov Artemia sp. (Mesariĉ in sod., 2015). V teh študijah so pokazali, da adsorbirani 
NM povzroĉijo mehanske motnje, zaradi katerih je bilo zelo prizadeto motoriĉno 
vedenje pri obeh organizmih (Liu in sod., 2009; Mesariĉ in sod., 2015). Pri vodnih 
bolhah Daphnia magna so ugotovili adsorbcijo nCeO2 in nTiO2 na karapaks in 
okonĉine, ki so oteţili gibanje in levitev (Dabrunz in sod., 2011; Gaiser in sod., 2011; 
Novak in sod., 2018). Podrobna analiza površine ĉebel A. dorsata fabricius je pokazala 
adsorbcijo nanodelcev kalcijevega silikata in kalcijevega fosfata (Bhattacharyya in sod., 
2016), kar kaţe na to, da odlaĉena in voskasta telesna površina ĉebel omogoĉa 
adsorbcijo anorganskih delcev.  
 
2.1.7 Interakcije nanomaterialov v organizmu 
 
Trenutno v znanstveni literaturi ni dokazov o prehod NM iz mesta vnosa (t.j. iz dihal ali 
prebavil) in razporeditvi v druge organske sisteme nevretenĉarjev, kot je ţivĉevje, ki nas 
je v tej nalogi še posebej zanimalo. So pa Rocha in sod. (2011) pokazali, da je 
injiciranje Au NM v predel glave šĉurka povzroĉilo enkapsulacijo Au v moţganskem 
tkivu. Za nas zanimiva in pomembna študija je od avtorjev Alaraby in sod. (2015), ki so 
liĉinke vinskih mušic oralno izpostavili nCeO2, in nato z uporabo TEM pokazali 




Potrebno je poudariti, da NM po vstopu v organizem ne ostanejo nespremenjeni, temveĉ 
pride do biotransformacij, ki so podobne potencialnim transformacijam proizvedenih 
NM v okolju (Batley in sod., 2012; Boyes in sod., 2012; Lowry in sod., 2012). 
Pomembne biotransformacije so agregacija, aglomeracija, redoks reakcije, raztapljanje, 
nastanek korone in sekundarno nastajanje nanodelcev iz ionov (Batley in sod., 2012; 
Boyes in sod., 2012; Lowry in sod., 2012; Fawcett in sod., 2017; Mu in sod., 2014). 
Raztapljanje NM in nastanek korone sta zagotovo ena glavnih biotransformacijskih 
procesov v organizmu (Boyes in sod., 2012).  
 
2.1.7.1.1 Biotransformacija: nastanek korone 
 
Korona je površinska »obleka« NM, ki nastane okrog nanodelcev, in jo lahko 
sestavljajo razliĉne organske molekule, kot so aminokisline, proteini, encimi, amfifilne 
molekule, protitelesa idr. (Lundqvist in sod., 2008; Mu in sod., 2014; Tedesco in 
Sheehan, 2010). Vrsta korone, ki jo NM zaradi svoje reaktivne površine hitro dobijo, ko 
vstopijo v organizem, je odvisna od fizikalno-kemijskih lastnosti NM in njihove oblike 
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(Monopoli in sod., 2011; Boyes in sod., 2012; Mirzajani in sod., 2017). Korona je 
pomembna za nadaljnje interakcije NM v organizmu, saj je ravno ta obleka tista, ki je 
prva v stiku s celico, in je tisto, kar celica pravzaprav “vidi” (Boyes in sod., 2012; 
Monopoli in sod., 2011; Tedesco in Sheehan, 2010). 
 
2.1.7.1.2 Biotransformacija: raztapljanje 
 
Raztapljanje je pomemben (bio)transformacijski proces, ki pogojuje transport, 
biodostopnost in strupenost NM tako v organizmih kot tudi v okolju (Batley in sod., 
2012; Boyes in sod., 2012; Romih in sod., 2016b). Namreĉ znaĉilnost nekaterih 
kovinskih in kovinskih oksidnih NM (npr. Ag, Cd kvantnih pik, Cu, CuO, CoFe2O4, 
Fe2O3, ZnO) je, da so topni v vodnih medijih pri normalnih (fizioloških) pogojih in se 
sĉasoma raztapljajo ter s površine sprošĉajo ionske zvrsti. Za druge kovinske in 
kovinske oksidne NM (npr. CeO2, SiO2, TiO2, nZrO2, Au) pa je znaĉilno, da so v 
vodnih medijih pri normalnih (fizioloških) pogojih izjemno slabo topni ali celo netopni 
(Brunner in sod., 2006; Batley in sod., 2012; Boily in sod., 2012; Ivask in sod., 2014; 
Odzak in sod., 2014; Romih in sod., 2016b).  
 
Topnost in hitrost raztapljanja sta odvisni od intrinziĉnih fizikalno-kemijskih lastnosti 
NM, medija in pogojev shranjevanja NM disperzij (Misra in sod., 2012). Intrinziĉne 
lastnosti NM vkljuĉujejo njihovo velikost, specifiĉno površino, površinsko morfologijo, 
kristaliniĉnost/amorfnost, kristalno strukturo, jakost in prostorsko ureditev površinskih 
vezi in površinskih prevlek/modifikacij in prisotnost neĉistoĉ (Misra in sod., 2012). 
Lastnosti medija vkljuĉujejo pH, ionsko jakost, trdoto vode ter prisotnost organskih 
snovi (Misra in sod., 2012).  
 
Pri NM, ki se raztapljajo, opaţene kvarne uĉinke obiĉajno pripišemo odtopljenim 
ionskim zvrstem (Ivask in sod., 2014; Romih in sod., 2016). Pri nAg je raztapljanje 
povezano s postopno oksidacijo površine v vodnem mediju (pri normalnih (fizioloških) 
pogojih) in poĉasnim sprošĉanjem Ag
+
 ionov (McShan in sod., 2014). Do raztapljanja 
nAg lahko pride ţe v prebavilu ali po internalizaciji v sprejemne celice. So pa nekatere 
toksikogenomske študije in študije molekularnih profilov pokazale, da raztapljanje NM 
ne more pojasniti vseh kvarnih uĉinkov NM na organizme, saj lahko kovinski NM in 
ustrezajoĉe kovinske soli v ekvimolarnih koncentracijah sproţijo znaĉilno razliĉne 
vzorce ekspresije genov (Ivask in sod., 2014; Romih in sod., 2016a).  
 
V nanoekotoksikološhih študijah je zato izjemnega pomena, da ugotovimo, ali so 
opaţeni biološki uĉinki posledica delovanja in/ali unikatnih lastnosti NM samih, ali so 
posledica odtopljenih ionskih zvrsti, ali pa celo kombinacija obojega (Misra in sod., 
2012; Romih in sod., 2016b). V nekaterih študijah so pokazali, da raztapljanje NM v 
mediju vodi do nastanka kompleksne disperzije, ki vsebuje delno raztopljene NM, 
proste in/ali kompleksirane ione, ki so se sprostili s površine NM, ter ione, adsorbirane 
na površino NM (Misra in sod., 2012; Romih in sod., 2016b). 
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Uporaba NM, ki so netopni v vodnih medijih pri normalnih (fizioloških) pogojih, kot sta 
na primer nCeO2 in nTiO2, ima svoje prednosti, saj opaţene biološke uĉinke pripišemo 
delovanju in unikatnim lastnostim NM brez moteĉih procesov raztapljanja delcev 
(Boyes in sod., 2012). Ne smemo pa pozabiti moţnosti, da so v disperzijah netopnih 
NM lahko prisotne ionske zvrsti ali druge neĉistoĉe kot ostanki sinteze, kar moramo 
upoštevati in ovrednotiti pri karakterizaciji NM. 
 
2.1.7.2 Najpogostejši mehanizmi kvarnega delovanja nanomaterialov na organizme  
 
Mehanizmov kvarnega delovanja na organizme je veĉ. Vzemimo za primer glavni naĉin 
vstopa NM v kopenske nevretenĉarje, t.j. preko prebavnega sistema in razmislimo, kaj 
se lahko zgodi z NM v organizmu (povzeto po Boyes in sod., 2012; Ivask in sod., 2014; 
Mu in sod., 2014): 
 
- Ne zgodi se niĉ. NM se odstranijo iz organizma po naravni poti z iztrebki. 
- NM se zadrţijo v prebavilu in lahko dobijo korono. Moţni mehanizmi so lahko 
naslednji: 
- z adhezijo NM na apikalne membrane prekrijejo površino celic in tako 
ovirajo absorbcijo hranil v celice;  
- mehansko draţijo površino epitelijev; 
- poškodujejo celiĉne membrane, kar lahko vodi do poveĉanja prepustnosti 
membran, indukcije depolarizacije in perforacije: 
o preko adhezije NM na membrane  
o preko penetracije (nanocevke, nanopalice, nanoţice) (primer: Novak in 
sod., 2013a) 
o preko oksidativnega stresa zaradi zunajceliĉnega nastanka ROS in 
reaktivnih dušikovih zvrsti (RNS), bodisi preko oksidacije površine (nAg) 
(McShan in sod., 2014), redoks aktivne površine (nCeO2, nTiO2) 
(Andreescu in sod., 2014; Kwon in sod., 2008, resp.), sprošĉanja redoks-
aktivnih ionov, ki tvorijo proste radikale v kemijskih reakcijah 
Fentonovega tipa (CuO NM) (Tedesco in Sheehan, 2010).  
- NM vplivajo na lokalno mikrobioto v prebavilu (Han in sod., 2014). 
- NM se zadrţijo v prebavilu in se pod vplivom lokalnih pogojev zaĉnejo raztapljati. 
Razpadni produkti NM se privzamejo v celice, kjer se lahko zadrţijo ali pa se s 
hemolimfo/hemociti prerazporedijo po drugih organskih sistemih. 
- NM se zadrţijo v prebavilu, dobijo korono in se z endocitozo ali skozi poškodovane 
celiĉne membrane internalizirajo v celice. V celicah se lahko zadrţijo v celiĉnih 
vkljuĉkih ali pa se s hemolimfo/hemociti prerazporedijo po drugih organskih 
sistemih. 
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Najpogostejši mehanizmi kvarnega delovanja NM v celicah, ki jih najdemo po pregledu 
nanotoksikoloških raziskav (povzeto po Boyes in sod., 2012; Ivask in sod., 2014; Mu in 
sod., 2014) so:  
- oksidativni stres zaradi znotrajceliĉnega nastanka ROS in RNS, bodisi preko 
oksidacije površine (nAg, McShan iin sod., 2014), redoks aktivne površine (nCeO2, 
Andreescu in sod., 2014), fotokatalitiĉnih reakcij (nTiO2, Kwon in sod., 2008), 
sprošĉanja redoks-aktivnih ionov, ki tvorijo proste radikale v kemijskih reakcijah 
Fentonovega tipa (CuO NM) (Tedesco in Sheehan, 2010); 
- poškodbe membranskih organelov in citoskeleta; 
- poškodbe mitohondrijev, ki prizadanejo celiĉni energetski metabolizem in vodijo v 
znotrajceliĉno sprošĉanje ROS in RNS ter v oksidativni stres in v skrajnem primeru 
v mitohondrijsko-posredovano apoptozo; 
- poškodbe DNK, proteinov ter peroksidacije lipidov zaradi oksidativnega stresa; 
- izĉrpanje celiĉnih antioksidantov (kot so glutation, koencim Q, vitamini A, C, E, 
karotenoidi, flavonoidi) (Valko in sod., 2005); 
- motnje (zunaj- in znotraj-) celiĉnih signalnih poti; 
- indukcija vnetnega odgovora.  
 
Glavni mehanizem kvarnih uĉinkov NM v organizmih pa je zagotovo preko indukcije 
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2.2 TESTNI ORGANIZMI   
 
Testni ţivalski organizmi, ki so primerni za uporabo v toksikoloških študijah, morajo 
izpolnjevati doloĉene kriterije. Nekateri od teh kriterijev so (Drobne, 1997): 
 
1. kozmopolitska razširjenost vrste (in številĉnost), 
2. preprosta identifikacija vrste,  
3. dobro poznana biologija in ekologija vrste,  
4. enostaven in hiter razvojni krog,  
5. primerna velikost (mm – cm),  
6. enostavno gojenje in vzdrţevanje organizma v laboratorijskih pogojih, 
7. organizmu ustrezajo ţivljenjski pogoji, ki jih za ĉas poskusa lahko vzdrţujemo v 
laboratoriju, 
8. zadostno predhodno znanje o variabilnosti merjenih odzivov v kontrolni populaciji, 
9. zadostno predhodno znanje o subletalnih odgovorih organizma na kemikalije. 
 
Po pregledu literature nanoekotoksikoloških študij o vplivu NM na kopenske organizme 
ugotovimo, da je nabor testnih organizmov precej ozek. Najpogosteje uporabljeni 
kopenski nevretenĉarski organizmi so: deţevniki (Eisenia fetida, andrei in veneta, 
Lumbricus terrestris in Enchytraeus albidus), nematodi (Caenorhabditis elegans), 
heksapodi (skakaĉi Folsomia candida, in ţuţelke Drosophila melanogaster, Apis 
mellifera, Bombus terrestris), predatorske pršice (Hypoaspis aculeifer) in kopenski raki 
enakonoţci (Porcellio scaber, Porcellionides pruinosus). Uporaba veĉine teh 
organizmov v toksikoloških študijah pa je podprta tudi s strani OECD, kjer najdemo 
mednarodno priznane in standardizirane protokole za testiranje kemikalij na 
organizmih. 
 
2.2.1 Medonosna čebela kranjska sivka Apis mellifera carnica  
 
Medonosne ĉebele Apis mellifera (v nadaljevanju ĉebele) so socialne ţuţelke in 
taksonomsko sodijo med koţekrilce in v druţino pravih ĉebel Apidae. V Sloveniji 
imamo okoli 550 vrst ĉebel. Najbolj znana podvrsta domaĉe ĉebele pri nas je kranjska 
sivka Apis mellifera carnica (Pollman 1879; Apis melifera Linnaeus 1758) (Slika 1), 
okoli katere se je razvila tradicija ĉebelarstva (Sket in sod., 2003).  
 
Ĉebele so ekološko in ekonomsko pomembni generalistiĉni opraševalci. Ena glavnih 
nalog ĉebel delavk je iskanje in prinašanje hrane ĉebelji druţini. V ta namen morajo 
ĉebele poleteti na pašo, med katero pridejo v stik z razliĉnimi okoljskimi kompartmenti 
(delci v zraku, vodnimi telesi, prstjo, vegetacijo) (Devillers, 2003). Med pašnimi 
aktivnostmi ĉebele nakljuĉno “vzorĉijo” okolje okrog panja, ki ima lahko obseg med 
veĉ 10 in nekaj 100 m ali celo veĉ kilometri, kar je odvisno od izobilja paše (Badiou-
Beneteau in sod., 2013; Celli in Maccagnani, 2003; Devillers, 2003). Moţno je, da na 
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tej poti ĉebele pridejo v stik tudi s proizvedenimi NM s pašo na onesnaţenih virih hrane 
in vodnih telesih, z vdihavanje delcev v zraku ali pa oprijemanjem delcev na njihovo 
telesno površino (Celli in Maccagnani, 2003; Mommaerts in sod., 2012). Ĉebele nato 
aktivno (hrana, voda) in pasivno nabrani material prinesejo v panj. Med nabranim 
materialom so lahko tudi ksenobiotiki (kot so NM), s katerimi onesnaţijo panj in 
pridejo v stik tudi ĉebelja zalega in ostali ĉlani kolonije, kar ima lahko negativne 
posledice (Devillers, 2003).  
 
 
Slika 1: Medonosna ĉebela kranjska sivka Apis mellifera carnica (foto: Kos, 2018). 
Figure 1: Carniolan honeybee Apis mellifera carnica (photo: Kos, 2018). 
 
V zadnjih letih po celem svetu poroĉajo o upadanju populacij ĉebel in drugih 
opraševalcev ter pojavu nenadnih izginotij ĉebeljih kolonij (ang. Colony collapse 
disorder) (Barron, 2015; Brown in sod., 2016; Farooqui, 2012). Oba pojava sta 
veĉvzroĉna in sta rezultat interagirajoĉih in sinergistiĉnih stresorjev, kot so pomanjkljivi 
in nezadostni viri hrane, degradacija in onesnaţenje okolja, napadi parazitov, okuţbe in 
izpostavitev (novim) ksenobiotikom, ki oslabijo delovanje kolonije (Barron, 2015; 
Brown in sod., 2016).  
 
Glede na navedeno so ĉebele zaradi razliĉnih vedenjskih in morfoloških posebnosti, 
visoke mobilnosti in širokega pokrivnega obmoĉja pomemben in obĉutljiv indikatorski 
organizem stanja v okolju (Badiou-Beneteau in sod., 2013; Celli in Maccagnani, 2003; 
Devillers, 2003; Gauthier in sod., 2016; Porrini in sod., 1998; 2003). Zaradi tega so 
ĉebele zelo zanimiv testni organizem v študijah kopenske (nano)ekotoksikologije. Od 
leta 1998 so medonosne ĉebele tudi mednarodno priznani testni organizem s strani 
OECD, kjer najdemo 4 standardizirane teste za testiranje kemikalij na ĉebelah (Test 213 
– akutni oralni test; Test 214 – akutni kontaktni test; Test 237 – enkratni izpostavitveni 
test larv; in Test 245 – kroniĉni prehranjevalni test) in po vzoru teh testov smo 
naĉrtovali tudi naše teste. 
 
2.2.2 Kopenski rak enakonoţec navadni prašiček Porcellio scaber  
 
Veĉina rakov ţivi v vodnem okolju ali pa neposredno ob vodi, le kopenski raki 
enakonoţci (v nadaljevanju besedila enakonoţci) so se v celoti prilagodili na kopensko 
ţivljenje. Med pomembnejšimi prilagoditvami enakonoţcev na pogoje in omejitve 
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kopenskega okolja v razpoloţljivosti vode in nutrientov so: debel in ĉvrst hitinast 
eksoskelet, embrionalni razvoj v marzupiju, izloĉanje dušikovih spojin v obliki 
amonijaka, preferenca vlaţnih habitatov, kopiĉenje esencialnih mikronutrientov (Ca, 
Cu, Zn, Fe, Mg) v prebavnih ţlezah, prisotnost dihalnega pigmenta hemocianina, 
toleranca visokih koncentracij kovin, recikliranje hitinastega leva in kanibalizem 
(Hopkin, 1989; Zimmer, 2002).  
 
Navadne prašiĉke Porcellio scaber (Latreille, 1804) (Slika 2) taksonomsko uvršĉamo 
med višje rake (razred Malacostraca), enakonoţce (red Isopoda) in prašiĉke ali koĉiĉe 
(podred Oniscoidea). So kozmopoliti, ki jih najdemo primarno v naravnih in 
antropogenih habitatih centralne in zahodne Evrope, sekundarno pa so bili zaradi 
ĉlovekove dejavnosti naseljeni tudi na druge celine (Hornung in sod., 1998). So del 
makrofavne tal. Nahajajo se v listnem opadu, trhlem lesu in zgornjem sloju prsti 
travnikov in gozdov, pa tudi na kompostih in vlaţnih kotiĉkih v bliţini ĉlovekovih 
bivališĉ. So mobilni organizmi in njihova prostorska porazdelitev v habitatih zavisi od 
sezone in ugodnih lokalnih pogojev (kot so temperatura, vlaţnost, razpoloţljivost hrane 
in zatoĉišĉ), v katerih se agregirajo v veĉjih skupinah (Broly in sod., 2012; Devigne in 
sod., 2011; Hornung in sod., 1998; Takeda, 1980; Zimmer, 2002). Enakonoţci so glede 
na ekološko vlogo omnivori in razkrojevalci. Odmrli rastlinski material predstavlja 
preteţni del njihove prehrane, ki ga drobijo in prenašajo na vlaţne mikrolokacije v prsti 
(Paoletti in Hassall, 1999; Zimmer, 2002). Enakonoţci uţivajo tudi delce prsti, ki oĉitno 
koristijo prebavnim procesom, a mehanizem v ozadju tega ni poznan (Zimmer, 2002). 
Iztrebki pripomorejo k strukturiranosti prsti in predstavljajo mesta intenzivne mikrobne 
akivnosti (Snyder in Hendrix, 2008). Enakonoţci tako na mehanski in kemiĉni naĉin ter 
s poveĉanjem aktivnosti mikrobov sodelujejo pri drobljenju in razkrajanju rastlinskega 
materiala, s tem pa pri kroţenju nutrientov ter nastajanju in mešanju prsti (Hornung in 
sod., 1998; Paoletti in Hassall, 1999; Zimmer, 2002; Zimmer in sod., 1996, 2003).  
 
 
Slika 2: Kopenski enakonoţec navadni prašiĉek Porcellio scaber (foto: Iliĉ E., 2017). 
Figure 2: Terrestrial isopod common rough woodlouse Porcellio scaber (photo: Iliĉ E., 2017). 
 
Enakonoţci lahko pridejo v stik z razliĉnimi ksenobiotiki, kot so proizvedeni NM, 
neesencialne kovine, mikroplastika in drugi organski ksenobiotiki, ki se z vetrom, 
padavinami ali antropogeno odloţijo na površino rastlinja, opada in prsti na razliĉne 
naĉine: (1) z zakopavanjem v prst, (2) poţiranjem delcev prsti in hrane, (3) s pitjem 
intersticielne vode ter (iv) s kapilarnim vlekom intersticielne vode z uropodi (Hopkin, 
1989; Loureiro in sod., 2005; Tourinho in sod., 2012, 2015a; Vijver in sod., 2005; 
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Zimmer, 2002). To stanje lahko simuliramo v laboratoriju.  
 
Za namen našega doktorata je pomembna lastnost enakonoţcev, da imajo edinstven 
metabolizem kovin, ki jim omogoĉa toleranco visokih koncentracij kovin v okolju. 
Toleranca visokih koncentracij kovin je pravzaprav ena izmed fizioloških prilagoditev 
enakonoţcev na kopensko okolje, in izhaja iz njihove sposobnosti absorbcije in 
koncentriranja (esencielnih in neesencielnih) kovin v tkivih, t.j. hiperakumulacije kovin 
(Hopkin, 1989).  
 
Glede na vse navedeno so kopenski enakonoţci zaradi razliĉnih fizioloških, morfoloških 
in vedenjskih prilagoditev na kopensko okolje, mobilnosti in kozmopolitske 
razširjenosti pomemben in obĉutljiv indikatorski organizem stanja v okolju in 
onesnaţenosti tal z razliĉnimi ksenobiotiki, še posebej kovinami (Hopkin, 1989; 
Hornung in sod., 1998; Loureiro in sod., 2005, 2009; Ferreiro in sod., 2015; Takeda, 
1980; Vink in sod., 1995). Prav zaradi unikatnega metabolizma kovin so enakonoţci 
dobri biološki senzorji za oceno biodostopne frakcije kovin v tleh (Hopkin, 1989). 
Odzivi na kovine pri enakonoţcih pa so dobro raziskani na razliĉnih nivojih biološke 
organizacije (Drobne, 1997; Drobne in Hopkin, 1994, 1995; Hopkin, 1989; Hornung in 
sod., 1998; Zidar in sod., 2003a, b). 
 
2.3 PREGLED ZNAĈILNOSTI KLJUĈNIH ORGANSKIH SISTEMOV OBEH 
TESTNIH ORGANIZMOV 
 
Osrednji namen te doktorske naloge je bil raziskati nevrotoksiĉni potencial treh NM pri 
medonosnih ĉebelah in enakonoţcih s študijo holinergiĉnega sistema in vedenja. Pri 
obeh testnih organizmih smo se odloĉili za izpostavitev NM preko prebavila z 
onesnaţeno hrano.  
 
To poglavje bi namenili kratkemu pregledu znaĉilnosti treh organskih sistemov obeh 
testnih organizmov, ki so kljuĉni za nadaljnjo razlago rezultatov v poglavju Razprava. 
Ti pa so:  
- prebavni sistem, kot osrednji sprejemni in izpostavitveni organski sistem; 
- ţivĉni sistem in ĉutila kot potencialni tarĉni organski sistem in 
- imunski sistem, t.j. tekoĉe vezivno tkivo – hemolimfa in hemociti, ki je vmesni ĉlen 
med prebavnim in ţivĉnim sistemom. 
 
2.3.1 Prebavni sistem testnih organizmov 
 
2.3.1.1 Prebavni sistem medonosnih ĉebel 
 
Prebavni sistem medonosnih ĉebel je zgrajen iz prebavne cevi in ţlez slinavk ob njej 
(Slika 3). Prebavno cev lahko razdelimo na sprednje ĉrevo (ustna votlina, poţiralnik in 
medeni ţelodĉek), srednje ĉrevo (proventrikulus, ventrikulus) in zadnje ĉrevo (tanko 
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ĉrevo, rektum in anus) (Carreck in sod., 2013; Chapman, 1998; Winston, 1987). V glavi 
je ustna votlina, nadaljuje se v poţiralnik, ki poteka skozi trup, vsi ostali organi 
prebavnega sistema pa se nahajajo v zadku. Ĉrevesni epitel vzdolţ celotne prebavne 
cevi je sestavljen iz ene plasti celic. Energetske in hranilne zaloge (lipidov, glikogena, 




Slika 3: Anatomija prebavnega sistema odrasle delavke medonosne ĉebele Apis mellifera carnica 
(povzeto po Carreck in sod., 2013).  
Figure 3: Anatomy of the digestive system of an adult worker honey bee Apis mellifera carnica (adapted 
from Carreck et al., 2013). 
 
2.3.1.1.1 Sprednje ĉrevo  
 
V ustno votlino se odpirajo parne ţleze slinavke iz ustne votline in toraksa ter parne 
hipofaringealne ţleze, ki imajo vlogo pri prebavi. Dolg poţiralnik preide v medeni 
ţelodĉek, kjer se shranjuje med, ki daje ĉebelam energijo med poleti, ter voda in nektar, 
ki ju naberejo na paši. V medenem ţelodĉku se izloĉajo prebavni encimi, ki priĉnejo s 
prebavo hrane (Chapman, 1998; Winston, 1987). 
 
2.3.1.1.2 Srednje ĉrevo  
 
Medeni ţelodĉek zapira proventrikulus (Slika 3), ki loĉi pelod od tekoĉine in prepreĉuje 
uhajanje vsebine ţelodĉka v ventrikulus (ţelodec). Ventrikulus obdajajo kroţne mišice, 
ki zagotavljajo peristaltiko. Tu poteka veĉji del prebavnih procesov in absorbcija hranil 
(Chapman, 1998; Winston, 1987).  
 
Srednje ĉrevo izloĉa peritrofno ovojnico, ki je zgrajena iz omreţja proteinov 
peritrofinov in hitina (Chapman, 1998; Resh in Carde, 2003; Snodgrass, 1910). 
Prepustnost peritrofne ovojnice je odvisna od proteoglikanov. Eksperimentalni dokazi 
na razliĉnih ţuţelkah kaţejo, da ima ovojnica velikostno omejitev za prehod delcev 
skozi njo, ki naj bi bila med 4,5 in 35 nm (Chapman, 1998; Resh in Carde, 2003). 
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Obstajajo tudi dokazi, da ovojnica prepreĉuje prehod mikroorganizmov in tako nudi 
zašĉito pred patogeni (Chapman, 1998). 
 
2.3.1.1.3 Zadnje ĉrevo  
 
Absorbcija hranil se nadaljuje tudi v tankem ĉrevesu (Slika 3). Skozi tanko ĉrevo, ki je 
ozka cev, obdana s kroţnimi mišicami, se transportirajo odpadni produkti prebave in 
odpadne dušikove spojine, ki pridejo iz Malpighijevih cevk (Slika 3) (Chapman, 1998; 
Winston, 1987). Na koncu se odpadni produkti zberejo v rektumu in spraznijo skozi 
anus v okolje (Slika 3). Rektum ima vlogo tudi pri absorbciji vode in ionov (Snodgrass, 
1910). Zanimiva lastnost rektuma, ki je pomembna tudi z vidika naše naloge, je, da 
lahko sprejme velike koliĉine odpadnega materiala, ki se nabere med zimo. Ĉebele so 
namreĉ znane po t.i. higienskem vedenju in se ne iztrebljajo v zaprtih prostorih, kot je 
panj, temveĉ rektum izpraznijo med letenjem (Winston, 1987).  
 
V sprednjem in zadnjem ĉrevesu celice plošĉatega epitela niso udeleţene v absorbciji. V 
obeh delih epitel prekriva kutikula (Chapman, 1998; Snodgrass, 1910), ki naj bi bila 
nepropustna za polisaharide, inulin (5200 kDA, premer 3 nm) in druge velike 
makromolekule (npr. ouabain, 585 kDA) (Maddrell in Gardiner, 1980). Raziskave, ki so 
jih naredili na šĉurkih in liĉinkah metuljev, so pokazale, da je epitel zadnjega ĉrevesa 
tanek (10 µm) in bolj prepusten v primerjavi s sprednjim ĉrevesom (Chapman, 1998). 
 
2.3.1.2 Prebavni sistem enakonoţcev 
 
Prebavni sistem enakonoţcev je zgrajen iz ravne prebavne cevi in prebavnih ţlez ali 
hepatopankreasa (Hames in Hopkin, 1989) (Slika 4). Prebavno cev lahko razdelimo na 
sprednje ĉrevo (ustna votlina, poţiralnik in proventrikulus), srednje ĉrevo (povezava s 
hepatopankreasom) in zadnje ĉrevo z rektumom (Zimmer, 2002).  
 
2.3.1.2.1 Sprednje ĉrevo 
 
V proventrikulusu sprednjega ĉrevesa se hrana stiska in melje (Slika 4). Epitel prekriva 
kutikula iz hitina in kislih mukopolisaharidov (Mrak in sod., 2015). Filtrirni sistem 
proventrikulusa loĉi tekoĉe in trdne komponente hrane, ki tekoĉine usmeri v lumen 
hepatopankreasa, trdne delce pa proti zadnjemu ĉrevesu (Zimmer, 2002). 
Proventrikularni filtri naj bi omejevali vstop veĉjim delcem v lumen hepatopankreasa. 
Podatki o velikosti delcev, ki naj bi jih zaustavili filtri, pa so razliĉni: od 40–50 nm 
(Hames in Hopkin, 1989), < 1,17 µm (Wood in Griffiths, 1988) in do < 2,74 µm 
(zanimiva študija s fluorescentnim mikrosferami, Clegg in sod., 1996). Zanimiva je tudi 
študija Novak in sod. (2013a), v kateri so v celicah hepatopankreasa našli zapiĉene 
mikrometrske delĉke nanocevk volframovega oksida, s katerimi so bili hranjeni 
enakonoţci. Glede na navedeno lahko sklepamo, da v lumen hepatopankreasa lahko 
vstopajo delci nanometrskih in mikrometrskih velikosti. 
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Slika 4: Preprosta shema zgradbe prebavnega sistema odraslega enakonoţca Porcellio scaber (povzeto po 
Kostanjšek in sod., 2002). (Legenda: VT–proventrikulus, MG–prebavne ţleze ali hepatopankreas, ANT–
anteriorni del zadnjega ĉrevesa, TI–tiflosol s kanaloma, PAP–papilarna regija v posteriornem delu 
zadnjega ĉrevesa, SP–sfinkter, RE–rektum, AN–anus; merilo: 5 mm). 
Figure 4: Anatomy of the digestive system of an adult woodlouse Porcellio scaber (adapted from 
Kostanjšek et al., 2002). (Legend: VT–proventriculus, MG–midgut glands or hepatopancreas, ANT–
anterior region of the hindgut, TI–typhlosole with channels, PAP–papilate region of the posterior hindgut, 
SP–sphincter, RE–rectum, AN–anus; scale bar: 5 mm).  
 
2.3.1.2.2 Srednje ĉrevo 
 
Srednje ĉrevo je omejeno na povezavo s prebavnimi ţlezami ali hepatopankreasom 
(Slika 4), ki se prikljuĉi prebavnemu traktu na ventralni strani proventrikulusa in ni 
prekrito s kutikulo. Hapatopankreas je razdeljen na dva para slepo zaprtih cevk. Stena 
hepatopankreasa je iz enoslojnega epitela, v katerem loĉimo dva funkcionalno in 
morfološko razliĉna celiĉna tipa: celice B in celice S. Na notranji strani 
hepatopankreasa ni prisotne kutikule, z zunanje strani pa je prekrit s tankim slojem 
mišic, ki pomagajo pri mešanju prebavnih sokov z ustvarjanjem peristaltike (Zimmer, 
2002).  
 
Hepatopankreas je osrednji presnovni in zaloţni organ, ki izloĉa ĉrevesni sok s 
prebavnimi encimi v proventrikulus sprednjega ĉrevesa in v tiflosolna kanala, kjer se 
pomeša s košĉki hrane. Celice B imajo osrednjo sekretorno, absorbcijsko in tudi zaloţno 
vlogo, saj obiĉajno vsebujejo zaloge glikogena, mašĉob in ţeleza. Proizvajajo in 
izloĉajo številne prebavne encime (razliĉne proteaze, lipaze, karbohidraze, 
dehidrogenaze, oksidaze, hidrolaze, kisle in baziĉne fosfataze, esterase in arilamidaze). 
Pri prebavi taninov in ligninov ter celuloze pa enakonoţcem pomagajo simbiontske 
bakterije v hepatopankreasu, ki proizvajajo fenolne oksidaze in celulaze (Zimmer, 
2002). V lumnu hepatopankreasa kopenskih enakonoţcev vladajo aerobni pogoji, 
vrednosti pH pa so v proksimalnem delu v obmoĉju med 5,8 in 6,4 ter v distalnem delu 
v obmoĉju med 5,8 in 6,1 (Zimmer in Brune, 2005). 
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Hepatopankreas ima pomembno vlogo v homeostazi esencialnih (Ca, Co, Cu, Fe, Mn, 
Zn) in neesencialnih kovin (Ag, Cd, Hg, Ni, Pb) (Hopkin, 1989). V hepatopankreasu je 
tudi glavno mesto sinteze in skladišĉenja dihalnega pigmenta hemocianina, ki ima za 
prostetiĉno skupino dva bakrova atoma. Kovine v hrani se transportirajo v celice B ali S 
s koncentracijskim gradientom po eni izmed treh glavnih privzemnih poti (po poti A, B 
ali C) (Hopkin, 1989). V celicah se nato kovine kopiĉijo v številnih membranskih 
veziklih, ki jih v splošnem imenujemo granule tipa B in B/A v celicah S ter C in C/A v 
celicah B (obseţen pregled v Hopkin, 1989). Skladišĉenje neesencialnih kovin v obliki 
citoplazemskih granul (brez izloĉanja) (Hopkin, 1989) in njihova kompleksacija z 
metaloproteini (Donker in sod., 1990) sta glavni fiziološki strategiji razstrupljanja pri 
enakonoţcih (Vijver in sod., 2004). Celice z granulami lahko potencialno propadejo in 
se skupaj z neprebavljeno hrano izloĉijo iz telesa (Hopkin, 1989). Ĉe pa so skladišĉne 
kapacitete kovin v hepatopankreasu preseţene, le-te prehajajo v hemolimfo v 
koncentracijah, pri katerih lahko povzroĉajo motnje v drugih procesih v organizmu. 
Stopnja stresa je odvisna od vrste in koncentracije preseţne kovine, ĉasa izpostavitve in 
prisotnost drugih stresorjev (Hopkin, 1989, 1990b). 
 
Poleg uĉinkovitih mehanizmov privzema, skladišĉenja in izloĉanja kovin, pa se 
enakonoţci na prisotnost kovin v hrani in okolju odzivajo tudi na organizemskem nivoju 
s prilagajanjem svojega vedenja, kot sta na primer prehranjevalno vedenje in 
izbirno/izogibalno vedenje (Dallinger, 1977; Drobne in Hopkin, 1995; Hopkin, 1989; 
Zidar in sod., 2003a, c, 2005). 
 
2.3.1.2.3 Zadnje ĉrevo 
 
Zadnje ĉrevo (Slika 4) enakonoţcev predstavlja pribliţno 80 % celotne prebavne cevi, v 
katerem poteka glavnina prebavnih procesov in sodeluje tudi pri ohranjanju vodnega in 
ionskega ravnoteţja (Zimmer, 2002). Zadnje ĉrevo lahko razdelimo na anteriorni in 
posteriorni del. V anteriornem delu je prebavna površina poveĉana s t.i. tiflosoliĉno 
gubo. V posteriornem delu pa loĉimo papilarno regijo, sfinkter in rektum z anusom. 
Tiflosolna kanala sodelujeta pri refluksnem transportu vsebine iz prebavila v 
hepatopankreas in pri transportu ĉrevesnega soka s prebavnimi encimi iz 
hepatopankreasa v ĉrevo (Hopkin, 1989; Zimmer, 2002). Zadnje ĉrevo obdajajo kroţne 
in vzdolţne mišice, ki s svojim krĉenje zagotavljajo peristaltiko in s tem mešanje in 
premikanje vsebine (Zimmer, 2002). Tudi v tem delu ĉrevesni epitel prekriva kutikula iz 
hitina in kislih mukopolisaharidov, ki tvori kutikularne trne (Mrak in sod., 2015). 
Kutikula je prepustna za delce v velikosti do 1,9 nm v anteriornem delu in za delce do 
0,7 nm v posteriornem delu (Zimmer, 2002).  
 
V sredini lumna vzdolţ celotnega zadnjega ĉrevesa vladajo anaerobni pogoji, saj 
intenzivni prebavni in mikrobni procesi porabljajo kisik (Zimmer, 2002). Vrednosti pH 
v lumnu zadnjega ĉrevesa pri P. scaber so v obmoĉju med 5,5 in 6,5 (Zimmer in Topp, 
1997b). Kislo-baziĉni pogoji se aktivno uravnavajo med sprednjim in zadnjim ĉrevesom 
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in v tem obmoĉju se vrednosti pH postopoma višajo (Zimmer in Topp, 1997b). 
 
2.3.2 Ţivčni sistem in čutila testnih organizmov 
 
Ţivĉni sistem pri ĉlenonoţcih je sestavljen iz centralnega in perifernega ţivĉnega 
sistema ter ĉutilnih organov. Centralni ţiĉni sistem predstavljajo moţgani in posamezni 
gangliji, ki jih povezuje ţivĉna vrvica. Periferni ţivĉni sistem predstavljajo ţivci, ki 
potekajo iz ganglijev in oţivĉujejo ter nadzirajo posamezne telesne segmente. 
 
2.3.2.1 Ţivĉni sistem in ĉutila medonosnih ĉebel 
 
2.3.2.1.1 Ţivĉni sistem medonosnih ĉebel 
 
Centralni ţivĉni sistem pri ĉebelah sestavljajo moţgani in 7 ganglijev, ki so razporejeni 
po ţivĉni vrvici vzdolţ telesne osi (Slika 5). Ĉebele imajo velike moţgane, v primerjavi 
z drugimi ţuţelkami, ki v celoti zapolnjujejo glavino kapsulo. Gangliji so zadolţeni za 
kontrolo gibanja, posameznega telesnega segmenta in organov (Winston, 1987). 
Periferni ţivĉni sistem sestavljajo ţivci, ki izhajajo iz centralnega ţivĉevja in oţivĉujejo 
mišice, notranje organe in kutikularne ĉutilne receptorje po telesu (t.j. kemo-, mehano- 
in termoreceptorje) (Chapman, 1998). 
 
 
Slika 5: Anatomija ţivĉnega sistema odrasle delavke medonosne ĉebele Apis mellifera carnica (povzeto 
po Carreck in sod., 2013).  
Figure 5: Anatomy of the nervous system of an adult worker honey bee Apis mellifera carnica (adapted 
from Carreck et al., 2013). 
 
Moţgani ĉebel so kompleksni in so središĉe senzorne zaznave, kjer poteka sinteza 
senzornih informacij iz oĉi, anten in drugih delov telesa. Opravljajo zahtevne kognitivne 
funkcije, kot so pozornost, uĉenje, pomnenje, odloĉanje, reševanje problemov in 
komunikacija, kar jim omogoĉa plastiĉnost moţganskega tkiva (Fahrbach in Robinson, 
1996). Pri olfaktornem uĉenju in pomnenju je udeleţenih veĉ nevrotransmiterskih 
sistemov in njihovih nevrotransmiterjev (kot so serotonin, dopamin, oktopamin, γ-
aminobutiriĉna kislina, glutamat in acetilholin) (Gauthier in Grünewald, 2012). 
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Holinergiĉni sistem, ki nas zanima z vidika te naloge, sodeluje pri procesiranju 
senzoriĉnih informacij, in sicer pri (1) zaznavi, prepoznavi informacij in nastajanju 
kratkoroĉnega spomina ter pri (2) priklicu in uporabi shranjenih informacij iz 
dolgoroĉnega spomina (Gauthier in Grünewald, 2012). Kako pomemben je holinergiĉni 
sistem pri ĉebelah, opisuje ĉlanek Farooqui (2013). V ĉlanku so povezali dolgotrajno 
izpostavitev ĉebel pesticidom, s katerimi pridejo v stik med pašo, z motnjami v 
holinergiĉnem sistemu, ki so se odraţale v oslabljeni zmoţnosti orientacije, navigacije 
in olfaktornega uĉenja ter poslediĉno nezmoţnosti vraĉanja nazaj v panj (Farooqui, 
2013). 
 
Moţgane lahko glede na morfologijo in funkcijo razdelimo na veĉ delov. Glavni trije 
deli so protocerebrum, deuterocerebrum in tritocerebrum. Del protocerebruma je 
prominentno dvodelno optiĉno krilo, kjer je center za vid in poteka integracija vidnih 
signalov. Sestavljajo ga skupki kriţajoĉih se ţivĉnih vlaken, ki so povezani z omatidiji v 
posameznem sestavljenem oĉesu in oceli. V protocerebrumu se pod oceli nahajajo 
gobasta telesca (corpus pedunculatum), ki so majhna skupina nevronov, in imajo 
pomembno vlogo pri procesiranju senzornih informacij, olfaktornem uĉenju in spominu. 
Deuterocerebrum je iz dveh delov, antenalnega in dorzalnega krila. Antenalno krilo je 
olfaktorni center in ga sestavljajo snopi ţivĉnih vlaken, ki so povezani s posameznimi 
olfaktornimi receptorji na antenah. V dorzalnem krilu je center za okus in 
mehanosenzoriko, ki sprejema informacije iz mehanosenzornih in gustatornih 
receptorjev na antenah. Dorzalni center nadzoruje tudi mišice, ki so odgovorne za 
premikanje anten. Tritocerebrum je najmanjši od treh glavnih delov moţgan, iz katerega 
izhajajo ţivci proti ustnim okonĉinam in sprednjemu ĉrevesu. V glavini kapsuli se 
nahajajo tudi endokrine ţleze, ki izloĉajo hormone v hemolimfo: corpus allatum 
(juvenilni hormon); corpus cardiacum (razliĉni hormoni) (Carreck in sod., 2013; 
Fahrbach in Robinson, 1996; Winston, 1987).  
 
2.3.2.1.2 Ĉutila medonosnih ĉebel 
 
Na glavi se nahajajo pomembna ĉutila. Za fotorecepcijo skrbi par velikih sestavljenih 
oĉi in 3 oceli. Posamezno sestavljeno oko je zgrajeno iz pribliţno 6900 omatidijev, ki 
dobro zaznavajo kratkovalovno in polarizirano svetlobo, vzorce, barve, a imajo slabo 
globinsko ostrino. Dlake na stikih omatidijev dobro zaznavajo zraĉni tok in so kljuĉne 
pri uravnavanju hitrosti leta, ki jo prilagajajo vetrovnim razmeram. Na posteriornem 
delu glave so 3 oceli, preprosta oĉesca, ki zaznavajo intenziteto svetlobe, in morda 
sodelujejo pri orientaciji v prostoru in uravnavanju diurnalnega ritma ĉebel (Carreck in 
sod., 2013; Winston, 1987).  
 
Tipalnice ali antene so pomemben parni ĉutilni organ ĉebel in so zgrajene iz baze, 
pedicla in 10-ĉlenskega flageluma (Carreck in sod., 2013). Na antenah najdemo vsaj 7 
razliĉnih tipov ĉutilnih struktur, med katerimi so kemoreceptorji (olfaktorni, gustatorni), 
mehanoreceptorji (za dotik, premik) in ostali receptorji, ki sodelujejo pri zaznavi 
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vsebnosti ogljikovega dioksida, temperature in vlaţnosti (Winston, 1987). 
Kemoreceptorji na antenah, ki so odgovorni za sprejemanje kemijskih signalov iz 
okolja, ĉebelam omogoĉajo zaznavo vrste in kvalitete hrane ter komunikacijo (De Brito 
Sanchez, 2011; Winston, 1987). Osrednja naloga anten je zaznavanje vonja in smeri 
vonja, za kar skrbi pribliţno 3000 olfaktornih receptorjev na flagelumu posamezne 
antene (Carreck in sod., 2013; De Brito Sanchez, 2011). Gustatorni receptorji se 
nahajajo na distalnem segmentu anten, na ustnih okonĉinah in stopalih prvega para nog 
(De Brito Sanchez, 2011). Ti receptorji zaznavajo sladkorje, proteine, aminokisline, 
lipide, aromatiĉne spojine, soli in vodo (De Brito Sanchez, 2011). V pediclu anten je 
Johnstonov organ, ki zaznava poloţaje in premike anten, in je kazalnik hitrosti letenja 
(Winston, 1987).  
 
2.3.2.2 Ţivĉni sistem in ĉutila enakonoţcev 
 
2.3.2.2.1 Ţivĉni sistem enakonoţcev 
 
Pri kopenskih enakonoţcih centralni ţivĉni sistem sestavljajo moţgani in 17 nevromer, 
ki so razporejeni po ventralni ţivĉni vrvici vzdolţ telesne osi (Slika 6) (Walker, 1935; 
Schmitz, 1989). Enakonoţci imajo majhne moţgane v primerjavi s ĉebelami, a so 
pravtako središĉe senzorne zaznave, kjer poteka sinteza senzornih informacij iz 
sestavljenih oĉi, anten in drugih delov telesa. Moţgani se nahajajo v skrajnem 
sprednjem delu glavoprsja in imajo znaĉilne morfološke in funkcionalne znaĉilnosti 
moţgan ĉlenonoţcev. Lahko jih razdelimo na tri glavne dele: protocerebrum, 
deuterocerebrum in tritocerebrum (Schmitz, 1989; Walker, 1935).  
 
Protocerebrum sestavljata dve optiĉni krili, kjer je center za vid in poteka integracija 
vidnih signalov. Sestavljajo ga ţivĉna vlakna, ki so povezana z omatidiji v posameznem 
sestavljenem oĉesu. Na ventralni strani optiĉnih kril se nahaja pseudofrontalni organ ali 
sinusna ţleza, ki ima nevrosekretorno vlogo. Deuterocerebrum je precej reduciran glede 
na ostala dela in ga sestavljata dve olfaktorni krili. Tritocerebrum leţi posteriorno od 
deuterocerebruma. Dobro razviti krili se širita lateralno in deloma objameta poţiralnik, 
temu pa se prikljuĉuje tkivo subezofagealnega ganglija, ki dokonĉno objame poţiralnik 
(Slika 6-levo), kar na Sliki 6-desno vidimo kot sivo obmoĉje. Iz tritocerebruma izhajata 
velika antenalna ţivca, ki oţivĉujeta anteni; in tegumentni ţivec, ki oţivĉuje eksoskelet 
glave (Schmitz, 1989; Walker, 1935). 
 
Sedemnajst parov ganglijev lahko razdelimo na 3 veĉje skupine ganglijev, ki so 
zadolţeni za kontrolo gibanja, za nadzor posameznega telesnega segmenta in organov. 
Za moţgani so 4 pari subezofagealnih ganglijev (mandibularni, maksilarni, maksilularni 
in maksilipedni par), ki so zliti v skupno subezofagealno maso oz. ganglij, in so 
zadolţeni za okonĉine ustnega aparata in senzoriĉne receptorje na okonĉinah. 
 
Posteriorno za subezofagealnim ganglijem je 7 parov pereonskih ganglijev, ki so 
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uniformni po velikosti, obliki, razporeditvi nevronov, neuropil in razvejitvah perifernih 
ţivcev. Tem sledi 6 parov pleonskih ali abdominalnih ganglijev, ki so zdruţeni v skupni 
abdominalni ganglij (Schmitz, 1989; Walker, 1935). Periferni ţivĉni sistem sestavljajo 
ţivci, ki izhajajo iz centralnega ţivĉevja in oţivĉujejo mišice, notranje organe in 




Slika 6: Shemi ţivĉnega sistema odraslega kopenskega enakonoţca Armadilidium vulgare (povzeto po 
Slika 2 in 21 v Schmitz, 1989). Leva shema predstavlja sagitalni prerez glavine regije, desna shema pa 
predstavlja centralni ţivĉni sistem in izhajajoĉe periferne ţivce. (Legenda: AN‒antena, CEC‒kroţna 
ezofagealna povezava, CS‒proventrikel, CtMs‒mišice glavoprsja, ES‒poţiralnik, GN1, 2‒prvi in drugi 
ţivec pereona, GMP‒maksilipedni ganglij, GPe1‒prvi ganglij pereona, L‒labrum, LC‒vzdolţna 
povezava, ţivĉna vrvica, MD‒mandibula, ML‒maksila, MP‒maksilipedi, MX‒maksila, LM‒mišice 
labruma, MPM‒mišice okonĉin, SM‒subezofagealna masa, TC‒tritocerebrum). 
Figure 6: Anatomy of the nervous system of an adult common pillbug Armadilidium vulgare (adapted 
after Schmitz, 1989 ‒ Figure 2 and 21). Left scheme illustrates sagittal view of head region in relation to 
external features and right scheme illustrates central nervous system and peripheral nerves. (Legend: 
AN‒antenna, CEC‒circumesophageal connective, CS‒proventriculus, CtMs‒cephalothoracic muscles, 
ES‒esophagus, GN1, 2‒1st and 2nd ganglionic nerves of pereion, GMP‒maxillipedal ganglion, GPe1‒1st 
pereionic ganglion, L‒labrum, LC‒longitudinal connective, nerv cord, MD‒mandible, ML‒maxillule, 
MP‒maxilliped, MX‒maxilla, LM‒labral muscles, MPM‒maxillipedal muscle, SM‒subesophageal mass, 
TC‒tritocerebrum). 
 
2.3.2.2.2 Ĉutila enakonoţcev 
 
Na skrajnem anteriornem delu glavoprsja se nahajajo pomembna ĉutila. Za 
fotorecepcijo kopenskih enakonoţcev skrbi par sestavljenih oĉi, ki sta zgrajeni iz 
manjšega števila omatidijev (le 30). Mehanoreceptorji za dotik so razporejeni po 
celotnem telesu (Holdich in Lincoln, 1974). Kemoreceptorji se nahajajo na antenah, 
antenulah in ustnih okonĉinah (Schneider in Glass, 1993; Zimmer in sod., 1996). 
 
Enakonoţci dobro zaznavajo vrsto in kvaliteto hrane, kar jim omogoĉajo kemoreceptorji 
na antenah, ki so sposobni zaznave na daljavo in kontaktne zaznave kemijskih signalov 
iz okolja (Zimmer in sod., 1996; Zimmer, 2002). Enakonoţci imajo dva para anten. Prvi 
par anten, t.i. antenule, je krajši, ima tri ĉlene na bazi in daljši veĉĉlenski flagelum. 
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Terminalni del antenul ima ĉutilnice za zaznavanje vlage (Haug in Altner, 1984) in tudi 
kemoreceptorje. Skrajšanje antenul je prilagoditev na kopenski naĉin ţivljenja in 
plenilce. Namreĉ daljše antene so pogosto prve na dosegu plenilcev. V primeru izgube 
ali poškodbe jih v prehodnem obdobju do naslednje levitve nadomestijo antenule, ki so 
varno skrite pred predatorji ali poškodbami in pomembne za preţivetje enakonoţcev 
(Schmalfuss, 1998). Drugi par anten je daljši, ima 6 ĉlenov na bazi in prav tako daljši 
veĉĉlenski flagelum. So najpomembnejši senzorni organ pri kopenskih enakonoţcih, na 
katerem se nahajajo receptorji za vlago, kemoreceptorji (olfaktorni, gustatorni) in 
mehanoreceptorji (za dotik, premik). Enakonoţci skrbijo za ĉisto površino anten s 
pomoĉjo ĉistilnega aparata na prvem paru nog hodilk (Schmalfuss, 1998). 
 
Med gibanjem se antene neprestano premikajo in tipajo ter s tem ustvarjajo “sliko” o 
okolici (Hoese, 1989). Na koncu flageluma je terminalni organ s senzornimi dlakami 
olfaktornih in gustatornih receptorjev, ki so odgovorne za kemorecepcijo med iskanjem 
hrane in znotrajvrstno komunikacijo – npr. za zaznavanje agregacijskega feromona 
(Schmalfuss, 1998; Zimmer in sod., 1996; Zimmer, 2002). Drugi par anten ima tudi 
druge vloge: (1) sluţijo kot mehanski vzvod, ki enakonoţcu pomaga postavitev nazaj na 
noge v primeru, da se prevrne na hrbtno stran; (2) sodelujejo pri prevajanje vode, kar 
jim omogoĉa površina, ki je oblikovana v kanale.  
 
2.3.3 Imunski sistem testnih organizmov 
 
Tekoĉe vezivno tkivo ali hemolimfa je osrednji nosilec imunskega sistema pri 
nevretenĉarjih in je analog krvi pri vretenĉarjih. Hemolimfa je heterogeno tekoĉe 
vezivno tkivo, sestavljeno iz morfološko in funkcionalno raznolikih celic hemocit in 











), organskih makromolekul (npr. sladkorjev, ogljikovih hidratov, prostih aminokislin, 
proteinov in lipidov), hormonov in mediatorjev imunskega sistema. Hemolimfa se 
pretaka v odprtem obtoĉilnem sistemu in zato obliva vse notranje organe in tkiva ter 
prenaša nutriente in odpadne produkte metabolizma. Pri kopenskih enakonoţcih ima 
hemolimfa vlogo tudi pri transportu kisika s hemocianini (Roth in Kurtz, 2009), 
medtem ko pa pri ţuţelkah izmenjava dihalnih plinov poteka v trahealnem sistemu. 
 
Nevretenĉarji imajo le prirojeni imunski sistem, za katerega so znaĉilni nespecifiĉni 
odzivi, a je kljub temu hiter, odziven in zelo uĉinkovit (Rowley in Powell, 2007). Prvo 
linijo obrambe pri nevretenĉarjih predstavljajo telesne pregrade (kutikula, epitel s 
posameznimi imunskimi celicami in antimikrobnimi izloĉki), normalna mikrobiota, 
kisel pH v prebavilu in vedenje (primer: higiensko vedenje ĉebel) (Evans in sod., 2006; 
Galloway in Depledge, 2001).  
 
V drugo linijo obrambe so vkljuĉene celiĉne in humoralne komponente imunskega 
sistema, in sicer imunske celice hemociti, komplement (profenoloksidaza, lektini, 
hemocianin enakonoţcev), sporoĉevalci (citokini, kemokini), eikozanoidi in 
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antimikrobni encimi (lizocim, antiproteaze idr.) (Evans in sod., 2006; Galloway in 
Depledge, 2001; Roth in Kurtz, 2009). Glavni mehanizem celiĉne obrambe je 
fagocitoza in uniĉenje tujkov s strani hemocit, pomembna pa sta tudi enkapsulacija 
veĉjih delcev in melanizacija (Beck in Habicht, 1996; Evans in sod., 2006; Galloway in 
Depledge, 2001). 
 
Kot smo ţe omenili, smo se pri obeh testnih organizmih odloĉili za izpostavitev NM 
preko prebavila z onesnaţeno hrano, in pri tem bi bil njun imunski sistem lahko 
udeleţen na razliĉne naĉine. Izpostavitev NM bi lahko povzroĉila lokalne poškodbe v 
prebavilu ali drugega tarĉnega organa in izzvala vnetje, ki je evolucijsko zelo ohranjen 
odziv druge linije obrambe imunskega sistema (Cassee in sod., 2011; Galloway in 
Depledge, 2001). Nanomateriali bi lahko prešli anatomske pregrade in bili 
internalizirani v celice prebavila, od tod pa bi lahko prešli v hemocite in hemolimfo, ki 
obliva in povezuje notranje organe. O tem poroĉajo Alaraby in sod. (2015), ki so 
pokazali asimilacijo nCeO2 iz hrane v steno prebavnega trakta in prehod delcev v 
hemocite pri liĉinkah vinskih mušic. Vendar moramo pri tej študiji upoštevati, da gre za 
liĉinke, pri katerih je lahko prepustnost prebavila drugaĉna kot pri odraslih vinskih 
mušicah; in pri katerih so hemocite še posebej dovzetne za fagocitiranje materiala kot 
razlagajo Schlenke in sod. (2007). 
 
2.4 IZBRANI BIOMARKERJI  
 
Zadnje poglavje uvoda bi namenili kratkemu pregledu literature izbranih biomarkerjev 
(biokemijskih, vedenjskih in drugih biomarkerjev suborganizemskega nivoja) in 
dosedanjih študij vpliva NM na izbrana testna organizma, medonosne ĉebele in 
kopenske enakonoţce. Pregled nam bo sluţil kot podlaga za nadaljnjo razlago rezultatov 
v poglavju Razprava.  
 
2.4.1 Biokemijski biomarkerji 
 
2.4.1.1 Acetilholinesteraza na splošno 
 
Acetilholinesteraza (AChE, EC 3.1.1.7) je univerzalni encim, ki ga najdemo v skoraj 
vseh taksonih, od enoceliĉnih do veĉceliĉnih organizmov (Karczmar, 2010; Nunes, 
2011). AChE je serinska hidrolaza, ki hidrolizira holinske estre, in sodi v širšo druţino 
karboksilesteraz. Najbolj znana vloga AChE je v ţivĉnih sinapsah holinergiĉnega 
ţivĉnega sistema, ki je pomemben ţivĉni prenašalni sistem pri ţuţelkah in rakih 
(Karczmar, 2010; Nunes, 2011; Thany in sod., 2010). Kljuĉne komponente 
holinergiĉnega sistema so: nevrotransmiter acetilholin (ACh), muskarinski in nikotinski 
ACh receptorji, encim za sintezo ACh holin acetiltransferaza (ChAT) in encim za 
razgradnjo ACh AChE (Karczmar, 2010; Nunes, 2011; Thany in sod., 2010). 
Acetilholinesteraza s hitro hidrolizo nevrotransmiterja ACh prekine prenos ţivĉnega 
signala na postsinaptiĉni membrani. Ob hidrolizi ACh razpade na acetatni ion in prosti 
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holin, ki se privzame v presinaptiĉni nevron. V presinaptiĉnih ţivĉnih konĉiĉih nato 
ChAT katalizira reakcijo med holinom in acetil koencimom A, pri ĉemer zopet nastane 
ACh (Kim in sod., 2012; Kwong, 2002; Oruç in Usta, 2007).  
 
Znano pa je, da ima AChE tudi druge vloge zunaj ţivĉnega sistema. Pri vretenĉarjih je 
AChE udeleţena v razliĉnih celiĉnih procesih, kot je proliferacija, diferenciacija, 
gibanje in migracija celic, aktivnost cilij, organizacija citoskeleta in imunski odziv 
(Karczmar, 2010; Di Bari in sod., 2016). Tudi pri nevretenĉarjih ima AChE razliĉne 
vloge: pri oploditvi (Cariello in sod., 1986), embriogenezi (Angelini in sod., 2004; Lu in 
sod., 2012; Raineri in Falugi, 1983), regeneraciji tkiva (Fossati in sod., 2015; Lenique in 
sod., 1976), vzgajanju zalege pri medonosnih ĉebelah (Kim in Lee, 2013), imunskem 
odzivu (Pamminger in sod., 2017; Shi in sod., 2012) in odzivu na stres (Kim in sod., 
2012, 2014, 2017; Kang in sod., 2011; Lehtonen in sod., 2006). 
 
V organizmih pa so prisotne tudi druge holinesteraze (ChE), serinske hidrolaze, ki imajo 
lahko razliĉno gensko, strukturno in kinetiĉno osnovo (Nunes, 2011). Pri vretenĉarjih 
sta na primer prisotni dve glavni ChE, AChE in butirilholinesteraza ali 
psevdoholinesteraza (BChE). Prisotnost BChE so pokazali v krvni plazmi, v jetrih, 
pljuĉih, srcu, v holinergiĉnih sinapsah, centralnem ţivĉnem sistemu, razvijajoĉem se 
embrionalnem tkivu in tumorjih (Mack in Robitzki, 2000; Massoulié in sod., 2008; 
Nordberg in sod., 2013). Vlogo BChE povezujejo z regulacijo celiĉne proliferacije, 
zgodnjo diferenciacijo ţivĉnih celic, s sodelovanjem pri holinergiĉni transmisiji in 
nevrodegenerativnih boleznih (Mack in Robitzki, 2000; Nordberg in sod., 2013).  
 
Pri karakterizaciji prevladujoĉe oblike ChE v organizmu se navadno preizkusi razliĉne 
parametre, kot je substratna afiniteta, katalitiĉna uĉinkovitost, inhibitorne lastnosti, 
termalna stabilnost, temperaturna odvisnost, elektroforezna mobilnost itd. Holinesteraze 
se najveĉkrat klasificira po katalitiĉnih lastnostih, saj imajo razliĉne ChE razliĉno 
afiniteto do holinskih estrov (kot so sintetiĉni holinski estri: acetiltioholin, ATCh; 
butiriltioholin, BTCh; propioniltioholin, PTCh; acetil--metiltioholin, AMTc), ki jih 
hidrolizirajo z razliĉno uĉinkovitostjo (Nunes, 2011). AChE imajo visoko afiniteto za 
substrat ATCh, hidrolizirajo lahko tudi PTCh, a nimajo afinitete do BTCh. 
Butiriltioholin je namreĉ sintetiĉni substrat, ki se v naravi ne pojavlja, in se uporablja v 
farmakološke namene pri razlikovanju med AChE in BChE. Butirilholinesteraze imajo 
visoko afiniteto do substrata BTCh, a lahko hidrolizirajo tudi ATCh in PTCh. 
Propionilholinesteraze (PChE) najbolje razgrajujejo PTCh. Pri doloĉitvi prevladujoĉe 
oblike ChE v organizmih so v pomoĉ tudi inhibitorji razliĉnih ChE (npr. eserin) in 
specifiĉni inhibitorji AChE (BW284C51) ter BChE (Iso-OMPA) (Chatonnet in 
Lockridge, 1989; Forget in sod., 1999; Kim in sod., 2012; Massoulié in sod., 2008; 
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2.4.1.1.1 Acetilholinesteraza pri medonosnih ĉebelah 
 
Fizikalno-kemijske lastnosti in molekularna struktura AChE, ki je bila izolirana iz 
moţgan medonosnih ĉebel A. mellifera, so bile temeljito karakterizirane (Belzunces in 
sod., 1988a; Belzunces in Debras, 1997; Badiou in sod., 2007; Kim in sod., 2012, 
2017). Acetilholinesteraza se v moţganih ĉebel pojavlja v dveh glavnih oblikah, v 
vodotopni in membranski obliki. Belzunces in sod. (1988a) so pokazali, da vodotopna 
oblika AChE ni le razgradni produkt membranske oblike AChE, ki jo lahko sicer cepijo 
endogene fosfolipaze ali proteaze, kar nakazuje na regulirano ekspresijo in potencialno 
razliĉne fiziološke vloge obeh oblik (Belzunces in Debras, 1997).  
 
Genska analiza je to potrdila in pokazala, da imata pri ĉebelah vodotopna in 
membranska oblika AChE loĉena genska lokusa, ace1 in ace2, resp. (Kim in sod., 
2012). Podobno so pokazale študije pri drugih ţuţelkah, kot je bombaţeva uš Apis 
gossypii (Li in Han, 2002), pšeniĉna up Schizapnis graminum (Gao in sod., 2002), 
kupusova sovka Plutella xylostella (Baek in sod., 2005) in nemški šĉurek Blattella 
germanica (Kim in sod., 2006), medtem ko so pri vinskih mušicah D. melanogaster in 
domaĉi muhi Musca domestica našli le en lokus, ace (Lee in sod., 2015). 
 
Encima AChE obstajata kot homodimera, kjer sta monomera pri nativnih pogojih 
povezana kovalentno z disulfidno vezjo (R‒S‒S‒R). Glavna razlika med oblikama 
AChE je v prisotnosti glikofosfatidilinozitola (GPI) na hidrofobni C-terminalni regiji, s 
katerim je membranska oblika AChE zasidrana v celiĉni membrani, medtem ko je 
vodotopna oblika AChE brez GPI in je prosta (Kim in sod., 2010, 2012). 
 
Vodotopna oblika AChE predstavlja manjšinski deleţ (3‒6 %) celokupne aktivnosti, 
membranska oblika pa predstavlja veĉinski deleţ (94‒97 %) celokupne aktivnosti AChE 
v moţganih ĉebel (Belzunces in sod., 1988b, 1997). Obe obliki se razlikujeta v 
kinetiĉnih parametrih, termalni stabilnosti, temperaturni odvisnosti in elektroforezni 
mobilnosti (Belzunces in Debras, 1997). Kim in sod. (2012) so testirali katalitiĉne 
lastnosti obeh oblik AChE v ĉebelah z uporabo dveh substratov (ATChI in BTChI) in 
preverili inhibitorne lastnosti z uporabo specifiĉnih inhibitorjev AChE (BW284C51), 
BChE (Iso-OMPA) in ChE (eserin). Obe obliki AChE sta imeli visoko katalitiĉno 
uĉinkovitost pri substratu ATChI v primerjavi z BTChI. Poleg tega pa sta BW284C51 
in eserin uĉinkovito inhibirala obe obliki AChE, medtem ko Iso-OMPA ni imel 
inhibitornega uĉinka. Glede na navedeno vodotopna in membranska oblika AChE 
izkazujeta znaĉilne lastnosti pravih AChE (Lotti, 1995). Membranska oblika AChE 
ĉebel ima in vitro za kar 2500-krat višjo katalitiĉno uĉinkovitost razgradnje ATChI v 
primerjavi z vodotopno obliko AChE, kar nakazuje, da je najverjetneje membranska 
oblika AChE udeleţena v sinaptiĉni transmisiji (Kim in sod., 2012). Tkivno specifiĉni 
profil ekspresije AChE pri ĉebelah je pokazal, da je membranska oblika AChE primarno 
prisotna v tkivih, ki so povezana s centralnim ţivĉnim sistemom (t.j. moţgani, ĉutili 
glave in gangliji), medtem ko vodotopno obliko AChE najdemo tako v centralnem 
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ţivĉnem sistemu kot tudi v perifernem ţivĉnem sistemu in neţivĉnih tkivih trupa, zadka 
in okonĉin (Kim in sod., 2012, 2017).  
 
Na temo vodotopne oblike AChE pri ĉebelah je bilo narejenih manj raziskav, zato njena 
fiziološka vloga ni dobro poznana. A razliĉne študije kaţejo, da ima vodotopna oblika 
AChE lahko razliĉne vloge, ki niso povezane z ţivĉevjem. V svoji raziskavi so Kim in 
sod. (2012) vodotopno AChE, membransko AChE ter zmes vodotopne in membranske 
AChE predinkubirali z razliĉnimi organofosfatnimi in karbamatnimi insekticidi, za 
katere je znano, da inhibirajo aktivnost AChE (Thompson, 1999). Izpostavitev izbranim 
insekticidom in vitro je priĉakovano inhibirala aktivnosti obeh AChE, a je bila 
membranska AChE precej bolj obĉutljiva. V primeru zmesi pa je bila inhibicija 
membranske AChE znaĉilno manjša, kar so raziskovalci pripisali potencialni vlogi 
vodotopne AChE pri zašĉiti pred ksenobiotiki (Kim in sod., 2012). Podobno so v 
svojem ĉlanku poroĉali tudi Lee in sod. (2015), ki so opazili poveĉano sintezo 
vodotopne AChE v vinskih mušicah D. melanogaster po izpostavitvi organskim 
kemikalijam. V eni od svojih zadnjih raziskav so Kim in sod. (2017) opazili inverzno 
korelacijo med ekspresijo vodotopne oblike AChE in vzrejo zalege pri ĉebelah: 
ekspresija vodotopne AChE v glavah in zadku ĉebel se je povišala, ko se je vzreja 
zalege zelo zmanjšala (Kim in sod., 2017). Avtorji so za razlago teh rezultatov 
predlagali dve moţnosti, in sicer: (1) vlogo vodotopne AChE v signalnih poteh, ki 
regulirajo aktivnosti vzreje zalege; in (2) ekspresija vodotopne AChE je posledica stanja 
pri vzreji zalege. Ker pa na vzrejo zalege vplivajo tudi stresni dejavniki v okolju (npr. 
sprememba temperature, pomanjkanje (kvalitetne) hrane), bi bila lahko vodotopna 
AChE udeleţena pri regulaciji odzivov na stres (Kim in sod., 2017). Te izsledke 
podpirajo tudi druge raziskave, ki so pokazale, da hipofaringealne ţleze ĉebel v matiĉni 
mleĉek, ki je pomembna hrana za ĉebeljo zalego, izloĉajo ACh (Colhoun in Smith, 
1960; Wessler in sod., 2016). Ko so v matiĉni mleĉek dodali AChE, se je koncentracija 
ACh zmanjšala, kar je zmotilo razvoj zalege (Wessler in sod., 2016). Glede na rezultate 
Wessler in sod. (2016) in Kim in sod. (2017) bi bila lahko povišana koncentracija AChE 
v obdobjih zmanjšanje vzreje zalege povezana z nizkimi koncentracijami ACh. 
 
2.4.1.1.2 Acetilholinesteraza pri rakih 
 
Študije na rakih deseteronoţcih so nam dale vpogled v mehanizme sinaptiĉne 
transmisije in ţivĉne prenašalce (Atwood, 1982). Holinergiĉni sistem je pomemben 
ţivĉni prenašalni sistem rakov in je zastopan v centralnem ţivĉevju, v senzoriĉnih 
ţivcih in ţivĉno-mišiĉnih stikih prebavil (Atwood, 1982). AChE je prisotna tudi na 
mestih, kjer ACh nima vloge v ţivĉnem prenosu (Atwood, 1982). Biokemijska in 
farmakološka karakterizacija ChE je zelo razpršena, saj je bila narejena pri 
predstavnikih razliĉnih druţin rakov. Pri naših testnih enakonoţcih P. scaber 
karakterizacija ChE še ni bila narejena, so pa Stanek in sod. (2006) v svoji študiji 
testirali vpliv organofosfatnega pesticida diazinona na mladiĉe in odrasle enakonoţce te 
vrste. Izpostavitev hrani, ki je bila onesnaţena z diazinonom (5‒150 mg kg
-1
), ni imela 
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vpliva na spremembo biomase, prehranjevanje ali vsebnost energetskih zalog (glikogena 
in lipidov). So pa opazili koncentracijsko odvisno poveĉanje smrtnosti ter zniţanje 
vsebnosti proteinov in inhibicijo aktivnosti AChE tako pri mladiĉih kot tudi odraslih 
enakonoţcih. Ker je diazinon specifiĉni inhibitor AChE, bi lahko aktivnost ChE, ki so jo 
analizirali v vodotopni tkivni frakciji celih ţivali, pripisali preteţno aktivnosti AChE. 
Ferreira in sod. (2010) so karakterizirali ChE pri sorodni vrsti kopenskih enakonoţcev 
Porcellionides pruinosus. Karakterizacijo ChE so naredili v vodotopni tkivni frakciji 
glav z uporabo razliĉnih substratov (ATCh, PTCh, BTCh) in inhibitorjev (eserin, 
BW284C51, iso-OMPA). Prevladujoĉa oblika ChE je imela lastnosti AChE, saj je 
najuĉinkoviteje razgrajevala ATCh, medtem ko je bila katalitiĉna aktivnost pri PTCh 
precej niţja. Substrat BTCh in inhibitor iso-OMPA nista izzvala reakcije (Ferreira in 
sod., 2010).  
 
Rezultati, ki so jih pridobili Ferreira in sod. (2010), so v skladu s študijami na razliĉnih 
morskih in sladkovodnih rakih (Escartín in Porte, 1996; Forget in Bocquene, 1999; 
Forget in sod., 2002; Key in Fulton, 2002; Walday in Fonnum, 1989; Xuereb in sod., 
2007). Forget in Bocquene (1999) so študirali ChE pri morskih rakih ceponoţcih 
Tigriopus brevicornis. Ugotovili so, da pri ChE prevladujejo lastnosti, ki so tipiĉne za 
AChE. Namreĉ ChE je najuĉinkoviteje razgrajevala ATCh, medtem ko je bila hidroliza 
PTCh in BTCh sicer prisotna, a zelo poĉasna. ChE se ni odzvala na specifiĉni inhibitor 
BChE, iso-OMPA. Zelo podobno so opazili tudi Forget in sod. (2002) pri brakiĉnih 
rakih ceponoţcih vrste Eurytemora affinis. V ektoparazitski vrsti ceponoţcev 
Lepeophtheirus salmonis je bila prisotna le AChE (Walday in Fonnum, 1989). ChE pri 
sladkovodnih postranicah Gammarus pulex (Xuereb in sod., 2007) in Echinogammarus 
meridionalis (Quintaneiro in sod., 2014) je imela tipiĉne lastnosti AChE, saj je 
najuĉinkoviteje hidrolizirala substrat ATCh, medtem ko substrat BTCh in inhibitor iso-
OMPA nista izzvala reakcije. V mišiĉnem tkivu lizijanskih rakov Procambarus clarkia, 
ki sodijo v red deseteronoţcev (Decapoda), sta bili prisotni dve obliki ChE, AChE in 
BChE, a je AChE izraţala višjo aktivnost (Escartín in Porte, 1996). Key in Fulton 
(2002) sta karakterizirala ChE v kozici Palaemonetes pugionin (red Decapoda). 
Izkazalo se je, da je AChE prevladujoĉa oblika med ChE. Najvišjo katalitiĉno aktivnost 
so zabeleţili pri substratu ATCh, najniţjo pa pri AMTh. Aktivnost ChE sta uspešno 
inhibirala eserin in BW284C51, ne pa tudi iso-OMPA. O podobnih rezultatih so 
poroĉali tudi Frasco in sod. (2006) pri morski kozici Palaemon serrate in Quintaneiro in 
sod. (2014) pri sladkovodni kozici Atyaephyra desmarestii.  
 
Pri nekaterih vrstah rakov pa so imele izolirane ChE atipiĉne lastnosti (Escartín in Porte, 
1996; Diamantino in sod., 2003; Garcia de la Parra in sod., 2006; Principato in sod., 
1988; Varó in sod., 2002). Varó in sod. (2002) so pokazali, da sta v solinskih rakih 
Artemia salina in A. parthenogenetica iz redu škrgonoţcev (Anostraca) prisotni dve 
vrsti ChE, kljub tesni filogenetski sorodnosti obeh vrst. Obe izolirani ChE sta izkazovali 
vmesne katalitiĉne in inhibitorne lastnosti med AChE in BChE. Najveĉjo katalitiĉno 
aktivnost obeh ChE so zabeleţili pri substratu PTChI. Podobne rezultate so pokazali pri 
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vodnih bolhah Daphnia magna, pri katerih je imela ChE v vodotopni frakciji atipiĉne 
lastnosti (Diamantino in sod., 2003). Namreĉ ChE je imela najveĉjo afiniteto do 
substrata PTChI. Katalitiĉna aktivnost je upadala v vrstnem redu PTCh > ATCh > 
BTCh. Inhibitor eserin je dosegel popolno inhibicijo aktivnosti ChE, a sta jo inhibirala 
tudi BW284C51 in iso-OMPA. 
 
Pri vrsti višjih rakov Squilla mantis iz redu bogomolĉarjev (Stomatopoda) je bila v 
vodotopni frakciji prisotna le ena oblika ChE, ki jo je popolnoma inhibiral eserin 
(Principato in sod., 1988). Izolirana oblika ChE je kazala mešane lastnosti AChE in 
drugih ChE, saj je imela najvišjo afiniteto do substratov ATCh in AMTh in hkrati 
najhitreje hidrolizala PTCh (Principato in sod., 1988). Garcia de la Parra in sod. (2006) 
so karakterizirali vodotopno ChE iz mišic in oĉi pri beli kozici Litopenaeus vannamei iz 
redu deseteronoţcev (Decapoda). ChE je imela najvišjo katalitiĉno aktivnost pri 
substratu ATCh in sta jo uspešno inhibirala eserin in BW284c51 (eserin > BW284c51) 
v obeh tkivih. Zanimivo pa je ChE iz mišic uspešno hidrolizirala tudi BTCh, podobno 
kot sta opazila tudi Escartín in Porte (1996) pri deseteronoţcih P. clarkia. 
 
2.4.1.1.3 Uporaba acetilholinesteraze kot biomarker 
 
Aktivnost AChE je eden izmed najpogosteje uporabljenih biomarkerjev 
nevrotoksiĉnosti v ekotoksikoloških študijah (Badiou  in sod., 2008; Badiou-Bénéteau 
in sod., 2012; Boily in sod., 2013; Bottero in sod., 2015; Buffet in sod., 2014; Carvalho 
in sod., 2013; Frasco in sod., 2005, 2006; Fulton in Key, 2001; Gonçalves in sod., 2012; 
Jemec in sod., 2016b; Lionetto in sod., 2003, 2013; Milivojević in sod., 2015; Najimi in 
sod.,1997; Olsen in sod., 2001; Varó in sod., 2002). V literaturi so spremembe v 
aktivnosti AChE pri vretenĉarjih in nevretenĉarjih, ki so bili izpostavljeni 
ksenobiotikom (pesticidom, kovinam, NM), pogosto povezali z neposrednim 
delovanjem na encim. Spremembe aktivnosti AChE pa so razloţili tudi posredno s 
spremembami v lastnostih celiĉnih membran in poslediĉnimi konformacijskimi 
spremembami membransko vezanih AChE (Badiou in sod., 2008; Kumar, 1998); s 
porušeno homeostazo Ca
2+
 (Greenfield, 1991; Konoha in sod., 2006), s spremembami v 
celiĉnem signaliziranju (Badiou in sod., 2008; Bainy in sod., 2006), pa tudi z vedenjem 
(Engenheiro in sod., 2005; Garcia de la Parra in sod., 2006; Wilczek in sod., 2003) in s 
spremembami vedenjskih odzivov (Amiard-Triquet in Amiard, 2012; Garcia de la Parra 
in sod., 2006; Hurst in sod., 2014; Kos in sod., 2017). 
 
Po obseţnem pregledu literature smo ugotovili, da v veĉini študij niso namenili 
pozornosti obliki AChE, pri kateri so merili aktivnost, ali izbiri ekstrakcijskega medija. 
Le nekaj študij na ĉebelah (Badiou in sod., 2008; Badiou-Bénéteau in sod., 2012; 
Belzunces in Debras, 1997) in nekaterih drugih nevretenĉarjih (Bevelaqua in sod., 1975; 
Datta in sod., 1987; Talesa in sod., 1995a, 1995b, 2001; Von Wachtendonk in Neef, 
1978) je bilo narejenih na ta naĉin, da so upoštevali razliĉne oblike AChE in njihove 
fiziološke vloge. A glede na poznane razlike v molekularnih in kinetiĉnih lastnostih ter 
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fizioloških vlogah med vodotopno in membransko AChE bi lahko upraviĉeno 
priĉakovali, da imajo ksenobiotiki in drugi stresorji razliĉen vpliv na ti dve obliki 
(Belzunces in Debras, 1997; Kim in sod., 2012, 2017).  
 
V praksi pa razlikovanje med aktivnostjo vodotopne in membranske oblike AChE v 
tkivnem homogenatu ni preprosto. V predhodnih študijah so Badiou in sod. (2008) ter 
Kim in sod. (2012) za detekcijo vodotopne in membranske AChE uporabili metodo 
nativne poliakrilamidne gelske elektroforeze v nedenaturirajoĉih pogojih (PAGE) in 
modificiranega specifiĉnega barvanja AChE po Karnovsky in Roots (1964), ali pa 
metodo prenosa po westernu in uporabo specifiĉnih protiteles (Kim in sod., 2012). 
Edine študije, v katerih so analizirali aktivnost vodotopne in membranske oblike AChE 
v ĉebelah po izpostavitvi ksenobiotikom, so objavili Badiou in sod. (2008), Kos in sod. 
(2017) in Glavan in sod. (2018). Za analizo relativnih aktivnosti AChE so uporabili prej 
omenjeno metodo PAGE in barvanja AChE (Badiou in sod., 2008; Glavan in sod., 
2018).  
 
V naši doktorski nalogi smo za analizo aktivnosti AChE uporabili Ellmanovo metodo 
(Ellman in sod., 1961), ki jo bomo podobno opisali v poglavju Material in metode. V ta 
namen smo morali najprej ekstrahirati posamezni obliki AChE iz vzorcev obeh testnih 
organizmov po protokolu, ki so ga opisali v ĉlanku Das in sod. (2001). V prvem 
eksperimentalnem koraku smo pridobili tkivni homogenat v pufru in pripravili t.i. v 
vodi-topno (VT) frakcijo, v kateri smo priĉakovali vodotopno obliko AChE. V drugem 
eksperimentalnem koraku pa smo pridobili homogenat v pufru z dodanim nevtralnim 
neionskim detergentom Triton X-100 in pripravili t.i. v detergentu-topno (DT) frakcijo, 
v kateri smo priĉakovali membransko obliko AChE. Za poimenovanje frakcij smo 
uporabili izraze, ki se uporabljajo v literaturi (npr. Das in sod., 2001; Glavan in sod., 
2018; Kos in sod., 2017; Massoulie in sod., 2008; Nunes, 2011; Takeda in sod., 1995a, 
b, 2001; in številni drugi znanstveni ĉlanki). Z vidika membranske oblike AChE pa  
izraz »v detergentu-topna frakcija« lahko zavede in ni popolnoma ustrezen in menimo, 
da bo v prihodnosti potrebno poiskati primernejše poimenovanje. Namreĉ, membranska 
oblika AChE, ki ima GPI, je raftni protein (Hicks in sod., 2011; Saha in sod., 2016; 
Schroeder in sod., 1998). Lipidni rafti so s holesterolom in sfingolipidi bogate 
mikrodomene membran, ki so relativno netopne v hladnih neionskih nevtralnih 
detergentih (kot je Triton X-100) (Chamberlain, 2004; Schroeder in sod., 1998). Za 
raftne proteine se zato v celiĉni biologiji uporablja izraz »v detergentih-netopni 
proteini« (Chamberlain, 2004; Hicks in sod., 2011; Schroeder in sod., 1998). Pri vzorcih 
ĉebel smo še dodatno karakterizirali posamezne frakcije in se podobno kot Badiou in 
sod (2008) in Kim in sod. (2012) posluţili PAGE in specifiĉnega barvanja AChE po 
Karnovsky in Roots (1964), s katerima smo preverili prisotnost vodotopne in 
membranske oblike AChE v posamezi frakciji in ocenili njuno relativno vsebnost 
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2.4.1.1.4 Analiza aktivnosti acetilholinesteraze v razliĉnih vzorcih 
 
Pri ĉebelah je bila aktivnost AChE najpogosteje analizirana v moţganih (Milivojević in 
sod., 2015) ali v glavinih kapsulah (Badiou in sod., 2007; Carvalho in sod., 2013; 
Wessler in sod., 2016), medtem ko je za ostale telesne regije malo podatkov (Rabea in 
sod., 2010; Kim in sod., 2017). Pri kopenskih enakonoţcih je bila aktivnost AChE in 
drugih encimov analizirana v glavah (Ferreiro in sod., 2010) ali celih ţivalih 
(Engenheiro in sod., 2005; Drobne in sod., 2008; Jemec in sod., 2008; Ribeiro in sod., 
1999; Stanek in sod., 2006).  
 
Zanimiv in malo raziskan telesni kompartment za analizo AChE je hemolimfa. Po nam 
znanih podatkih aktivnost AChE v vzorcih hemolimfe odraslih ĉebel in kopenskih 
enakonoţcev še ni bila analizirana. Tripathi in Dixon (1968) sta sicer analizirala 
hemolimfo iz ĉebeljih liĉink in potrdila prisotnost razliĉnih esteraz. Aktivnost AChE so 
do sedaj pokazali v krvi vretenĉarjev in hemolimfi razliĉnih nevretenĉarjev, kot so 
školjke Mytilus edulis (Von Wachtendonk in Neef, 1978), Mytilus galloprovincialis 
(Moreira in sod., 2001, 2005; Talesa in sod., 2001) in Clamys farreri (Shi in sod., 
2012), morski polţi Aplysia californica (Bevelaqua in sod., 1975); veliki vrtni polţi 
Helix pomatia (Talesa in sod., 1995a), medicinske pijavke Hirudo medicinalis (Talesa 
in sod., 1995b), škorpijoni Heterometrus bengalensis (Datta in sod., 1987), sladkovodni 
raki Caridinia japonica (Yang in sod., 2008) in pušĉavske kobilice Schistocerca 
gregaria (Ghoneim in sod., 2012; Ghoneim, 2015).  
 
V nekaterih od navedenih študij so AChE v hemolimfi tudi podrobno karakterizirali in 
izkazalo se je, da gre za vodotopne oblike encima, ki izkazujejo vse znaĉilnosti pravih 
AChE (Bevelaqua in sod., 1975; Datta in sod., 1987; Telesa in sod., 1995a, 1995b, 
2001; Von Wachtendonk in Neef, 1978). Izvor vodotopne AChE v hemolimfi ni 
natanĉno znan, v plazmo bi jo lahko izloĉali hemociti ali pa celice drugih tkiv, ki 
obdajajo hemocel. Tudi fiziološka vloga AChE v hemolimfi ni popolnoma jasna in 
predlaganih je bilo veĉ razlag. Acetilholinesteraza v hemolimfi bi lahko imela vlogo pri 
regulaciji imunskega odziva in protivnetnem delovanju. Rajendran in sod. (2015) so v 
liĉinkah velikega vošĉenega molja Galleria mellonela pokazali, da ACh sodeluje pri 
hitri in uĉinkoviti aktivaciji hemocit pri glivni okuţbi z glivo Candida albicans, in s tem 
pri odstranjevanju patogena in zašĉiti pred vnetnimi poškodbami tkiva. Podobno vlogo 
ACh pri imunomodulaciji so pokazali tudi pri školjki Clamys farreri (Shi in sod., 2012). 
V najnovejši študiji so Pamminger in sod. (2017) pokazali, da hemociti ĉebel aktivno 
sintetizirajo ACh in imajo na svoji površini izraţene nikotinske holinergiĉne receptorje, 
kar še dodatno podpira domnevo o udeleţenosti AChE v signalnih poteh imunskega 
sistema. Podobno opisujejo pri vreteĉarjih, kjer ACh, ki se sprosti iz ţivĉnih konĉiĉev 
ali drugih celic, sodeluje pri regulaciji imunskega odziva preko interakcije z 
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2.4.1.1.5 Interakcije nanomaterialov z acetilholinesterazo 
 
V znanstveni literaturi lahko najdemo dokaze, da NM lahko vplivajo na AChE. In vitro 
interakcije med NM in AChE razliĉnega tipa (eritrocitna, sinaptiĉna) in izvora (ĉlovek, 
konj, elektriĉna jegulja, ţuţelke) so se odraţale v spremenjeni konformaciji in 
aktivnosti AChE (Mesariĉ in sod., 2013; Sopotnik in sod, 2016; Šinko in sod., 2013; 
Wang Z. in sod., 2009). Na primeru nAg in nTiO2 so pokazali in vitro interakcije med 
delci in AChE, ki so inhibirali aktivnost encima (Mirzajani in sod., 2017; Šinko in sod., 
2013; Wang Z. in sod., 2009), za nCeO2 pa podobnih podatkov nismo našli. Spremembe 
v konformaciji in aktivnosti AChE so opazili tudi v in vivo pogojih izpostavitve NM v 
imunskih celicah in zgodnjih razvojnih oblikah morskih jeţkov Paracentrotus lividus 
(Gambardella in sod., 2014; Falugi in sod., 2012), v enhitrejih Enchytraeus albidus 
(Gomes in sod., 2012) in medonosnih ĉebelah A. m. carnica (Milivojević in sod., 2015). 
Ti podatki kaţejo na potrebo po nadaljnjem delu v zvezi z uĉinki NM na holinergiĉni 
sistem organizmov.  
 
2.4.1.2 Glutation S-transferaza 
 
Intrinziĉna lastnost vseh organizmov je, da so se v primeru izpostavitve toksinom, 
ksenobiotikom ali drugim okoljskim stresorjem sposobni temu prilagoditi do neke mere 
z vkljuĉevanjem razliĉnih kompenzacijskih in/ali razstrupljevalnih mehanizmov, kar je 
kljuĉnega pomena za preţivetje (Sheehan in sod., 2001).  
 
Mehanizem encimskega razstrupljevalnega sistema je razdeljen na tri loĉene faze, fazo I 
(funkcionalizacija substrata), II (konjugacija substrata) in III (transport konjugatov in 
ekskrecija iz celice), ki so tesno povezane (Berenbaum in Johnson, 2015; Sheehan in 
sod., 2001). V te mehanizme je vkljuĉena tudi velika, funkcionalno in strukturno 
raznolika druţina encimov glutation S-transferaz (GST). So univerzalni encimi, saj so 
prisotni v celicah evkariontov in prokariontov. Druţino GST sestavljajo tri poddruţine 
encimov, ki jih lahko razdelimo na citosolne, mitohondrijske in mikrosomalne GST, ti 
pa so dalje razdeljeni v številne razrede na podlagi razliĉnih kriterijev (Sheehan in sod., 
2001).  
 
V splošnem druţina GST vkljuĉuje encime faze II (Berenbaum in Johnson, 2015; 
Sheehan in sod., 2001), ki pa v nekaterih primerih lahko nastopajo tudi kot encimi faze I 
z direktno vezavo in razgradnjo ksenobiotikov (npr. piretroidov) (Ketterman in sod., 
2011). Njihova najbolj znana vloga je kataliza reakcije konjugacije elektrofilnih centrov 
razliĉnih substratov s ‒SH skupino reduciranega glutationa (GSH), pri kateri nastanejo 
bolj topni produkti, ki nato vstopajo v fazo III. Substrati so lahko endogene snovi 
(peroksidirani lipidi in proteini, stranski produkti celiĉnega metabolizma) ali eksogene 
snovi (ksenobiotiki). Poleg tega pa GST opravljajo tudi veliko drugih funkcij, kot so: 
odstranjevanje ROS, regeneracija S-tioliranih proteinov (ki sta oba posledica 
oksidativnega stresa) in kataliziranje reakcij v metabolnih poteh, ki niso povezane z 
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razstrupljevanjem (Sheehan in sod., 2001). Imajo peroksidacijske in izomeracijske 
lastnosti, in lahko delujejo kot transportni proteini, saj so sposobni nekatalitiĉno vezati 
veliko število endogenih in eksogenih ligandov (Sheehan in sod., 2001).  
 
Ker so GST aktivno udeleţene v razstrupljevalnih procesih celic, jih lahko 
neposredno/posredno inducirajo razliĉne endogene in eksogene snovi, zaradi ĉesar so 
dober pokazatelj metabolnega stanja organizma in kakovosti okolja (Diao in sod., 2006; 
Van der Oost in sod., 2003). Zaradi teh lastnosti je aktivnost GST eden izmed pogosto 
uporabljenih encimskih biomarkerjev v ekotoksikoloških študijah (Badiou-Beneteau in 
sod., 2013; Carvalho in sod., 2013; Diao in sod., 2006; Ferreira in sod., 2015; Jemec in 
sod., 2016b; Kos in sod., 2017; Milivojević in sod., 2015; Van der Oost in sod., 2003). 
V preteklosti so v študijah z medonosnimi ĉebelami in kopenskimi enakonoţci, ki so 
bili izpostavljeni razliĉnim onesnaţevalom, aktivnost GST uporabili kot biomarker 
oksidativnega stresa (Badiou-Beneteau in sod., 2013; Carvalho in sod., 2013; Drobne in 
sod., 2008; Jemec in sod., 2009; Ferreira in sod., 2015; Jemec in sod., 2016b; Kos in 
sod., 2017; Milivojević in sod., 2015). 
 
Pri izpostavitvi organizmov ksenobiotikom, kot so kovine in anorganski NM, 
neposredne razstrupljevalne vloge GST seveda ne priĉakujemo, saj te snovi ni moĉ 
razgraditi v bolj enostavne snovi. Vloga GST je lahko posredna, saj vemo, da kovine in 
anorganski NM v organizmih lahko izzovejo razliĉne kvarne posledice, kot je 
oksidativni stres zaradi nastanka ROS in RNS, ki vodi v poškodbe DNK, proteinov in 
peroksidacijo lipidov. Peroksidacija lipidov se lahko odraţa v poškodbah membranskih 
organelov, kot so mitohondriji, kar prizadane celiĉni energetski metabolizem in vodi v 
znotrajceliĉno sprošĉanje ROS, izĉrpanje celiĉnih antioksidantov in indukcijo vnetnega 
odgovora (Ivask in sod., 2014; Mu in sod., 2014).  
 
Izpostavitev organizmov kovinam in NM se lahko odraţa v spremenjeni aktivnosti 
GST, ki se lahko poviša (Canesi in sod., 1999; Kos in sod., 2017; Regoli in sod., 2003) 
ali zmanjša (Ferreira in sod., 2015; Kos in sod., 2017; Moreira in Guilhermino, 2005; 
Tang in sod., 1996). Te spremembe v aktivnosti GST so lahko odziv na povišano 
vsebnost stranskih produktov povišanega celiĉnega metabolizma zaradi oksidativnega 
stresa in energetsko zahtevnih razstrupljevalnih mehanizmov (Ivask in sod., 2014; 
Jemec in sod., 2008; Kos in sod., 2017; Milivojević in sod., 2015; Mu in sod., 2014). 
Zmanjšanje (inhibicija) aktivnosti GST je manj znaĉilen odziv na izpostavitev 
stresorjem (Regoli in sod., 2003). Razlogi za zmanjšanje aktivnosti GST so razliĉni in 
so lahko posledica neposredne interakcije z GST, preobremenjenih antioksidativnih 
mehanizmov zaradi nastajanja ROS (Abdelsalam in sod., 2014), izĉrpanje substratov 
(npr. GSH, UDP-glukuronske kisline, glicina) in celiĉnih antioksidantov (Valko in sod., 
2005) in/ali motenj v signalnih poteh, ki vplivajo na izraţanje genov za GST (Roling in 
Baldwin, 2006; Shumilla in sod., 1998). 
 
Zanimivost v zvezi z GST pri medonosnih ĉebelah, ki so jo pokazali Claudianos in sod. 
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(2006), pa je, da imajo ĉebele v svojem genomu za polovico manj genov, ki kodirajo 
encime, ki so vkljuĉeni v razstrupljevalne procese faze I, II in III, kot so na primer P450 
monooksigenaze, karboksilesteraze in GST, v primerjavi z ostalimi ţuţelkami. To 
razliko raziskovalci razlagajo kot evolucijsko prilagoditev zaradi prehranjevanja s 
kemijsko nevtralnim nektarjem in pelodom ter evsocialnosti (Berenbaum in Johnson, 
2015). Kljub manjšemu številu genov pa ĉebele niso bolj obĉutljive. Okrnjen encimski 
razstrupljevalni sistem ĉebele kompenzirajo z vedenji, ki so jih poimenovali kot socialni 
razstrupljevalni sistem, in predstavljajo fazo 0 (Berenbaum in Johnson, 2015). Ta 
vedenja vkljuĉujejo prepoznavo in izbiro hrane, redĉenje z mešanjem peloda, 
procesiranje hrane z mikrobno fermentacijo, strogo in natanĉno regulirano kastno 
hierarhijo in razliĉnimi drugimi socialnimi vedenji (Berenbaum in Johnson, 2015; 
Cremer in sod., 2007; Wilson in sod., 2013). Aktivnost GST se je pri ĉebelah izkazala 
za obĉutljiv in odziven biomarker (oksidativnega) stresa, kar je razvidno tudi iz 
razliĉnih ekotoksikoloških študij (Badiou-Beneteau in sod., 2013; Carvalho in sod., 
2013; Jemec in sod., 2016b; Kos in sod., 2017; Milivojević in sod., 2015). 
 
2.4.2 Vpliv NM na medonosne čebele 
 
Prve pobude za uporabo ĉebel v okoljskem monitoringu segajo v leto 1935 (Crane, 
1984), ko so se zaĉeli zavedati negativnega vpliva industrijskega dejavnosti na okolje. 
Od 60. let prejšnjega stoletja dalje pa se ĉebele in ĉebelje proizvode vse bolj uporablja 
za spremljanje onesnaţenosti ruralnega in urbanega okolja s pesticidi in drugimi 
organskimi spojinami (Al Naggar in sod., 2015; Al-Waili in sod., 2012; Boily in sod., 
2013; Celli in sod., 1991; Codling in sod., 2016; Glavan in sod., 2018; Henry in sod., 
2012; Johnson in sod., 2010; Mayer in Lunden, 1986; Mayer in sod., 1987; Porrini in 
sod., 1998), kovinami (Badiou-Beneteau in sod., 2013; Bibi in sod., 2008; Cozmuta in 
sod., 2012; Crane, 1984; Leita in sod., 1996; Moron in sod., 2012; Przybyowski in 
Wilczynska, 2001; Rashed in sod., 2009; Stein in Umland, 1987; Wang in sod., 2013) in 
radionuklidi (Porrini in sod., 2003; Svoboda, 1962; Tonelli in sod., 1990; Wallowork-
Barker in sod., 1982). Ĉebele so namreĉ zaradi razliĉnih vedenjskih in morfoloških 
posebnosti, visoke mobilnosti in širokega pokrivnega obmoĉja pomemben in obĉutljiv 
indikatorski organizem stanja v okolju (Badiou-Beneteau in sod., 2013; Celli in 
Maccagnani, 2003; Devillers, 2002; Gauthier in sod., 2016; Porrini in sod., 2003) in 
zaradi tega zanimiv testni organizem v študijah kopenske ekotoksikologije. 
 
Najveĉ ekotoksikoloških laboratorijskih študij na ĉebelah, v katerih je bila glavna pot 
izpostavitve preko hrane, je bilo narejenih na pesticidih in drugih organskih spojinah (le 
nekaj izbranih študij: Boily in sod., 2013; Cresswell, 2011; Glavan in sod., 2018; 
Kessler in sod., 2015; Tan in sod., 2014; Woodcock in sod., 2017), ki imajo številne 
negativne uĉinke tudi na ĉebele, ki niso tarĉni organizmi (Johnson in sod., 2010). Med 
njimi se je veliko delalo na organofosfatnih insekticidih, ki so kot inhibitorji AChE 
uĉinkoviti insekticidi in zato zelo priljubljeni v javnosti (Thompson, 1999). Med njimi 
je tudi diazinon, ki je prišel na trţišĉe leta 1952, danes pa je njegova uporaba za domaĉo 
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rabo prepovedana v ZDA (USDA Pesticide Data Program) in popolnoma prepovedana v 
Evropi (EU Pesticides Database). Ker je diazinon specifiĉni inhibitor AChE, smo ga v 
naši nalogi uporabili kot pozitivno kontrolo in v namen karakterizacije AChE. 
 
Precej manj študij pa je bilo narejenih na kovinah (Ahn in sod., 2015; Burden in sod., 
2016; Cronn, 1991; Di in sod., 2016; Gauthier in sod., 2016; Hladun in sod., 2012, 
2016; Milivojević in sod., 2015; Søvik in sod., 2015). Študije so bile narejene na tistih 
kovinah, katerih vsebnost v okolju je lahko poveĉana zaradi ĉlovekovih dejavnosti, in 
sicer: Al, Cd, Cu, Mn, Se, Pb, Pt in Zn. Pregled teh študij in glavne izsledke smo 
povzeli v Prilogi A. Za nas zanimiva je študija od Ahn in sod. (2015), ki so raziskovali 
vpliv Ag
+




) na ĉebele A. cerana, ki so bile okuţene z virusom 
mešiĉkaste zalege (sacbrood virus). Tekom 40-dnevne izpostavitve so ugotovili, da je 
srebro podaljšalo ţivljenjsko dobo, moĉ in aktivnost ĉebelje druţine ter preţivetje 
zalege v primerjavi z okuţenimi ĉebelami, ki v hrani niso imele dodanega srebra.  
 
V zadnjih 4 letih pa je bilo objavljenih tudi nekaj ĉlankov na temo vpliva NM na ĉebele 
(Borsuk in sod., 2013; Dağlioğlu in sod., 2015, 2016; Glavan in sod., 2016; Jemec in 
sod., 2016b; Kos in sod., 2017; Özkan in sod., 2014), ki smo jih povzeli v Prilogi A. 
Nanomateriali, ki so jih do sedaj preuĉili na ĉebelah, so: nAg (Borsuk in sod., 2013), 
borovi NM (Dağlioğlu in sod., 2015), nCeO2 (Kos in sod., 2017), Pt NM (Dağlioğlu in 
sod., 2016), nTiO2, ZnO-TiO2 NM, in TiO2-Ag NM (Özkan in sod., 2014), nTiO2 in 
NM ĉrnega ogljika (Jemec in sod., 2016b) in ZnO NM (Milivojević in sod., 2015; 
Glavan in sod., 2017). Ena študija pa je bila objavljena na ĉmrljih in SiO2 Ludox NM 
(Mommaerts in sod., 2012).  
 
Borsuk in sod. (2013) so raziskovali vpliv nAg (12,5 in 25 mgL
-1
) v hrani na ĉebele A. 
mellifera. Nanodelci Ag so se izkazali kot uĉinkoviti agens proti okuţbi z enoceliĉnim 
parazitom Nosema spp., saj se je v tretmaju 25 mg nAg L
-1
 zelo zmanjšalo število spor v 
okuţenih ĉebelah. Tekom 45 dnevne izpostavitve so opazili, da je izpostavitev nAg 
skrajšala ţivljenjsko dobo ĉebel, povišala stopnjo prehranjevanja in vsebnost Ag v 
poginulih ĉebelah. V obeh raziskavah s srebrom, Ag
+
 (Ahn in sod., 2015) in nAg 
(Borsuk in sod., 2013), so raziskovalci pokazali antibiotiĉne lastnosti, a tudi povišano 
vsebnost Ag v poginulih ĉebelah. Kljub uĉinkovitim antibiotiĉnim lastnostim srebra so 
oboji svetovali previdnost pri njegovi uporabi, saj bi akumulirano Ag v ĉebelah lahko 
onesnaţilo ĉebelje produkte, kar bi imelo lahko negativne posledice za ĉebelje druţine, 
ljudi in okolje.  
 
Özkan in sod. (2014) in Dağlioğlu in sod. (2015, 2016) so v svojih raziskavah spremljali 
vpliv 96-urne izpostavitve razliĉnim NM na smrtnost in morebitne druge vedenjske 
spremembe ĉebel A. mellifera. Özkan in sod. (2014) so ĉebele izpostavili nTiO2 
(0,1‒100 mgL
-1
), TiO2-Ag NM (0,01‒10 mgL
-1
) in TiO2-ZnO NM (0,001‒1 mgL
-1
). 
Smrtnost je bila koncentracijsko in materialno odvisna in je narašĉala v naslednjem 
redu: TiO2-Ag < TiO2 < TiO2-ZnO. Pri izpostavitvi ĉebelnanodelcem in mikrodelcem 
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) je imela smrtnost koncentracijsko odvisni trend. Nanodelci bora so 
povzroĉili višjo smrtnost v primerjavi z delci mikrometrskih velikosti (1 mgL
-1
: 29 % in 
22 %, resp.) (Dağlioğlu in sod., 2015). V zadnji raziskavi, ki so jo objavili Dağlioğlu in 
sod. (2016), so ĉebele preko hrane izpostavili nanodelcem platine, ki so bili stabilizirani 
s polivinilferocenom, ionski obliki platine iz kalijevega tetrakloroplatinata (K2PtCl4) in 
polivinilferocenu v nominalnih koncentracijah 0,01‒1 mgL
-1
. Smrtnost je bila 
koncentracijsko odvisna. Najvišjo smrtnost je povzroĉil polivinilferocen (do 56 %), 
medtem ko je bila smrtnost pri nanopartikulatni in ionski obliki Pt niţja (do 36 %), med 
katerima ni bilo znaĉilnih razlik (Dağlioğlu in sod., 2016).  
 
Milivojević in sod. (2015) so poletne ĉebele A. m. carnica za 10 dni preko hrane 
izpostavili ionski (ZnCl2) ali nanopartikulatni obliki cinka (ZnO NM) z nominalno 
koncentracijo 1000 mgL
-1
. Izpostavitev se je odraţala v spremenjenem vzorcu 
prehranjevanja, povišani stopnji prehranjevanja, smrtnosti in povišani aktivnosti 
izbranih encimov (GST in AChE v VT frakciji) v moţganih ĉebel. Vsi opaţeni uĉinki 
pa so bili bolj izraziti pri ionski obliki cinka. Jemec in sod. (2016b) so poroĉali, da 10-
dnevna izpostavitev poletnih ĉebel A. m. carnica hrani, ki je vsebovala nTiO2 ali 
nanodelce ĉrnega ogljika (1000 mgL
-1
), ni imela vpliva na stopnjo prehranjevanja, 
smrtnost in izbrane encimske aktivnosti (GST in AChE v VT frakciji) v moţganih 
ĉebel.  
 
Kroniĉna 9-dnevna izpostavitev poletnih in zimskih ĉebel A. m. carnica nCeO2 (2‒500 
mgL
-1
) ni imela vpliva na površinsko adsorbcijo, preţivetje in prehranjevanje (Kos in 
sod., 2017). So imeli pa nCeO2 znaĉilen vpliv na aktivnosti izbranih encimov (GST, 
AChE v VT in DT frakciji) v razliĉnih telesnih kompartmentih ĉebel (v glavah, trupih in 
vzorcih hemolimfe) ţe pri najniţji izpostavitveni koncentraciji. 
 
2.4.3 Vpliv NM na kopenske enakonoţce 
 
Kopenski enakonoţci so med pogosto uporabljenimi modelnimi organizmi v študijah 
strupenosti z razliĉnimi ksenobiotiki oz. kemikalijami, kot so pesticidi (Vink in sod., 
1995; Hornung in sod., 1998; Loureiro in sod., 2005; Stanek in sod., 2006; Drobne in 
sod., 2008; Ferreira in sod., 2015), detergenti (Hornung in sod., 1998), veterinarska 
zdravila (kokcidiostatiki) (Ţiţek in sod., 2011; Zidar in Ţiţek, 2012; Ţiţek in Zidar, 
2013), kovine (Hopkin, 1989; Dallinger in sod., 1992; Drobne, 1997; Jereb in sod., 
2003; Vijver in sod., 2005; Zidar in sod., 2003a, b, c, 2005; Jemec in sod., 2009; 
Loureiro in sod., 2005, 2009), anorganske soli (Škarkova in sod., 2016a, b), 
mikroplastika (Jemec Kokalj in sod., 2018), karbonizirani materiali (Madţarić in sod., 
2018) in NM (v nadaljevanju besedila).  
 
V tej doktorski nalogi smo kot osnovo za raziskave vpliva izbranih NM na ţivĉni sistem 
in vedenje uporabili prehranjevalne teste. Na ta naĉin smo enakonoţce izpostavili NM 
po oralni poti preko hrane. Prehranjevalni testi so sledili uveljavljenim protokolom, ki 
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nam omogoĉajo spremljanje razliĉnih parametrov prehranjevanja (stopnje 
prehranjevanja, stopnje iztrebljanja, uĉinkovitosti asimilacije hrane, spremembe 
biomase), izbirnega/izogibalnega vedenja, druge spremembe v vedenju in preţivetja 
posamezne ţivali (Drobne in sod., 2009; Drobne in Hopkin, 1994, 1995; Zidar s sod., 
2003a, b, c, 2005). Stopnja prehranjevanja je konvencionalni neinvazivni toksikološki 
biomarker organizemskega nivoja, ki se je v predhodnih raziskavah izkazal kot 
primerno merilo odziva organizemskega nivoja na izpostavitev ksenobiotikom (ker je 
relativno hiter, obĉutljiv in merljiv odziv) (Drobne, 1997). Poleg navedenega pa nam 
prehranjevalni testi omogoĉajo ovrednotenje dejanske doze testne snovi, ki so ji bili 
enakonoţci izpostavljeni, saj edina pot privzema poteka preko prebavil (Drobne, 1997; 
Golobiĉ in sod., 2012; Hurst in sod., 2014; Loureiro in sod., 2005; Vijver in sod., 2005; 
Zidar in sod., 2003b, 2005). Vse ostale analize odzivov na suborganizemskih nivojih pa 
sledijo po prehranjevalnih testih.  
 
V zadnjem desetletju so se kopenski enakonoţci, ki so uĉinkoviti biološki senzorji 
kovin, uveljavili kot modelni organizmi v kopenski nanotoksikologiji, kjer se 
uporabljajo kot biološki testni sistemi za ocene biodostopnosti NM in s tem povezanih 
potencialnih biotransformacij (Pipan-Tkalec in sod., 2011). Do danes je bilo pridobljeno 
veliko znanja in podatkov o vplivu kovinskih in kovinskih oksidnih NM na enakonoţce, 
predvsem na vrsti P. scaber in P. pruinosus, ki smo jih povzeli v Prilogi B (Jemec in 
sod., 2008; Drobne in sod., 2009; Pipan-Tkalec in sod., 2010, 2011; Novak in sod. 
2012a, b, c; Valant in sod. 2012; Golobiĉ in sod., 2012; Novak in sod. 2013a, 2013b; 
Menard-Srpĉiĉ in sod., 2014; Romih in sod., 2015; Romih in sod., 2016a, b; Škarkova 
in sod., 2016b; Jemec in sod., 2016a; Malev in sod., 2017; Tourinho in sod., 2013; 
Tourinho in sod., 2015a; Tourinho in sod., 2015b; Tourinho in sod., 2015c).  
 
Nanomateriali, ki so jih do sedaj preuĉili na enakonoţcih P. scaber in P. pruinosus v 
razliĉnih izvedbah prehranjevalnih testov, so: nAg (Pipan-Tkalec in sod., 2010; 
Tourinho in sod., 2015a, b; Romih in sod., 2016b), Au NM (Škarkova in sod., 2016b), 
nCeO2 (Tourinho in sod., 2015c; Malev in sod., 2017), CoFe2O4 NM (Novak in sod., 
2013b; Romih in sod., 2015), Cu NM (Golobiĉ in sod., 2012), (n)TiO2 (Jemec in sod., 
2008, 2016a; Drobne in sod., 2009; Novak in sod., 2012a, b, c; Valant in sod., 2012; 
Menard-Srpĉiĉ in sod., 2014), WOx NM (Novak in sod., 2013a) in ZnO NM (Pipan-
Tkalec in sod., 2010; Tourinho in sod., 2013; Romih in sod., 2016a).  
 
V veĉini teh študij so enakonoţce izpostavili NM po oralni poti preko onesnaţene hrane 
v klasiĉnih prehranjevalnih testih. V študijah portugalske raziskovalne skupine pa so P. 
pruinosus izpostavili NM tudi preko onesnaţene prsti (naravne ali standardizirane prsti 
Lufa 2.2) z dodatkom neonesnaţene hrane (jelševih listov) ad libitum. Odzivi, ki so jih 
preuĉevali, so se razlikovali med obema medijema, t.j. hrano ali prstjo. Predhodne 
študije s P. pruinosus so tako pokazale, da je za celostno oceno uĉinkov onesnaţeval 
potrebno preizkusiti razliĉne naĉine izpostavitve (npr. preko hrane, preko prsti, preko 
hrane in prsti) (Tourinho in sod., 2013, 2015a, b, c; Vijver in sod., 2005; Vink in sod., 
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Študije, ki nas še posebej zanimajo z vidika te naloge, so študije na nAg, nCeO2 in 
nTiO2. Pipan-Tkalec in sod. (2011) so P. scaber za 14 dni izpostavili hrani, ki so jo 
onesnaţili s komercialnimi neobleĉenimi nAg (TEM 30‒200 nm) brez dodanih 
stabilizatorjev (0,0001‒5 g kg
-1
 suhe hrane). Po izpostavitvi so z metodo protonsko 
inducirane rentgenske emisije (µPIXE) na histoloških prerezih enakonoţcev izvedli 
mikrolokalizacijo Ag. Analiza je pokazala prisotnost Ag le v celicah S hepatopankreasa, 
kjer se je kolokaliziralo s Cu in Zn. Analiza ultrastrukture celic hepatopankreasa ni 
pokazala znaĉilnih razlik med kontrolnimi in izpostavljenimi enakonoţci. Izpostavitev 
ni imela vpliva na klasiĉne toksikološke biomarkerje pri enakonoţcih (smrtnost, stopnjo 
prehranjevanja, spremembo biomase). Tourinho in sod. (2015a, b) so objavili dve 
študiji, v katerih so enakonoţce P. pruinosus izpostavili nAg (AMEPOX, 3‒8 nm) in 
AgNO3 na dva naĉina, in sicer preko onesnaţene hrane ali onesnaţene prsti Lufa 2.2 z 
dodano neonesnaţeno hrano ad libitum. V prvi študiji sta partikulatna in ionska oblika 
srebra tekom 14 dnevne izpostavitve izzvali koncentracijsko odvisne odzive v obeh 
naĉinih izpostavitve, ki so se kazali kot izogibalno vedenje, zmanjšana stopnja 
prehranjevanja in zmanjšanje biomase (Tourinho in sod., 2015a). Ionska oblika srebra je 
imela veĉje in bolj negativne biološke uĉinke v primerjavi z nAg, ki so bili še posebno 
izraziti v prehranjevalnem testu. Vsebnost Ag v enakonoţcih je narašĉala s 
koncentracijo nAg in AgNO3 in je bila višja v primeru, ko je bil vir srebra AgNO3, v 
obeh primerih pa so srebro lokalizirali v celicah S hepatopankreasa (Tourinho in sod., 
2015b). V drugi študiji pa so Tourinho in sod. (2015b) spremljali kinetiko privzema (21 
dni izpostavitve) in izloĉanja (21 dni neonesnaţenega medija) partikulatne in ionske 
oblike srebra iz onesnaţene prsti Lufa 2.2 ali onesnaţene hrane tekom kroniĉne 
izpostavitve. Kinetika privzema in izloĉanja srebra se je razlikovala od naĉina 
izpostavitve. V obeh študijah je bilo srebro v prsti bolj biodostopno za enakonoţce, saj 
so akumulirali veĉ Ag kot pa tisti, ki so uţvali s srebrom onesnaţeno hrano (Tourinho in 
sod., 2015a, b). 
 
V poskusnih pogojih 14-dnevne izpostavitve P. pruinosus na prsti Lufa 2.2, ki je bila 
onesnaţena z nCeO2 (10‒50 nm, 0,01‒1 g CeO2 kg
-1
 suhe prsti) z dodano neonesnaţeno 
hrano, delci niso imeli kvarnega uĉinka na preţivetje in spremembo biomase 
enakonoţcev. Tekom poskusa je stopnja prehranjevanja upadala z narašĉajoĉo 
koncentracijo nCeO2 v prsti in je bila znaĉilno zmanjšana v najvišjem tretmaju 1 g CeO2 
kg
-1
 suhe prsti (Tourinho in sod., 2015c). Malev in sod. (2017) so P. scaber za 14 dni 
preko hrane izpostavili nCeO2 (1, 2 in 5 g CeO2 kg
-1
 suhe hrane). Izpostavitev ni 
povzroĉila smrtnosti enakonoţcev, je pa imela znaĉilen vpliv na stopnjo prehranjevanja 
in povzroĉila lipidno peroksidacijo v hepatopankreasu izpostavljenih ţivali. 
 
Najveĉ študij z NM na P. scaber je bilo narejenih z nTiO2 in so vse rezultat dela naše 
raziskovalne skupine (Jemec in sod., 2008, 2016a; Drobne in sod., 2009; Novak in sod., 
2012a, b, c; Valant in sod., 2012; Menard-Srpĉiĉ in sod., 2014). V teh študijah so 
 
Kos M. Nevrotoksiĉnost izbranih nanomaterialov za modelne nevretenĉarje.  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018      
44 
 
testirali razliĉen/ne:  
- koncentracije (0,0001–5 g nTiO2 kg
-1
 suhe hrane), 
- kristaliniĉne oblike nTiO2:  
 zmes rutila in anataza (75 nm, v Drobne in sod., 2009), 
 anataz (Jemec in sod., 2008; Drobne in sod., 2009; Novak in sod., 2012a, b, c; 
Valant in sod., 2012; Menard-Srpĉiĉ in sod., 2014); 
- velikosti primarnih delcev nTiO2: 
 10 nm (Valant in sod., 2012), 
 15 nm (Jemec in sod., 2008), 
 25 nm (Drobne in sod., 2009; Novak in sod., 2012a, b, c; Menard-Srpĉiĉ in 
sod., 2014), 
 75 nm (Drobne in sod., 2009);  
- naĉin priprave disperzij (nesonicirani in sonicirani delci; Jemec in sod., 2008; 
Drobne in sod., 2009);  
- ĉas izpostavitve: 
 3 dni (Jemec in sod., 2008; Drobne in sod., 2009; Novak in sod., 2012a; 
Valant in sod., 2012), 
 7 dni (Novak in sod., 2012a; Valant in sod., 2012),  
 14 dni (Drobne in sod., 2009; Novak in sod., 2012a, b, c),  
 28 dni (Novak in sod., 2012a; Menard-Srpĉiĉ in sod., 2014) in  
- biomarkerje na suborganizemskem nivoju: 
 smrtnost in prehranjevalni parametri (Jemec in sod., 2008; Drobne in sod., 
2009; Novak in sod., 2012a,b,c; Valant in sod., 2012; Menard-Srpĉiĉ in sod., 
2014), 
 bioakumulacija Ti (Novak in sod., 2012b) 
 aktivnosti encimov v hepatopankeasu (CAT, GST) (Jemec in sod., 2008; 
Drobne in sod., 2009), 
 lipidna peroksidacija hepatopankreasa (Valant in sod., 2012), 
 destabilizacija membrane celic hepatopankreasa (Novak in sod., 2012a, b, c; 
Valant in sod., 2012; Menard-Srpĉiĉ in sod., 2014), 
 debelina epitela in prisonost lipidnih kapelj v celicah hepatopankreasa 
(Menard-Srpĉiĉ in sod., 2014) in pa 
 internalizacija (Novak in sod., 2012b, c).  
 
Rezultati so pokazali, da nanodelci nTiO2 nimajo vpliva na preţivetje enakonoţcev. 
Tudi ostale spremembe na suborganizemskem nivoju (prehranjevalni parametri, 
sprememba biomase) so bile sporadiĉne in niso bile znaĉilno vezane na koncentracijo, 
kristaliniĉno obliko, velikost primarnih delcev nTiO2, naĉin priprave ali ĉase 
izpostavitve. Nanodelci nTiO2 imajo potencial za internalizacijo, destabilizacijo 
membran, indukcijo oksidativnega stresa in lipidne peroksidacije v celicah 
hepatopankreasa ter histološke spremembe epitela hepatopankreasa. 
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2.4.4 Vedenjski poskusi z modelnima organizmoma 
 
Kroniĉni testi strupenosti nam dajo informacije o subletalnih uĉinkih kemikalij na 
organizme v laboratorijskih pogojih. A ti testi niso vedno optimalni, kar lahko 
podpremo z veĉ vidikov: (1) s tehniĉnega, saj so lahko zamudni, zahtevajo veliko 
priprav in dela raziskovalnega osebja; in (2) s fizikalno-kemijskega, saj se lahko 
kemikalije v okolju spremenijo, ali pa na strupenost kemikalij vplivajo okoljski 
dejavniki, (3) z biološkega, saj so lahko testni pogoji suboptimalni, izpostavitve so 
pogosto individualne, pri ĉemer se izkljuĉi vpliv znotrajvrstnih in medvrstnih socialnih 
interakcij, poleg tega pa so organizmi pogosto izpostavljeni najslabši moţni situaciji, ki 
se ji ne morejo izogniti (visokim koncentracijam kemikalij ali ostrim abiotskim 
pogojem). Kot alternativa standardnim ekotoksikološkim testom so bili predlagani 
izbirni vedenjski testi z razliĉnimi kopenskimi organizmi, ki so se izkazali kot primerni 
prvi presejalni testi (Amorim in sod., 2008; Loureiro in sod., 2005; Natal da Luz in sod., 
2004; Yeardley in sod., 1996). Izbirni vedenjski testi so namreĉ obĉutljivi, odzivni, 
cenovno ugodni in dajejo rezultate v kratkem ĉasu. Navsezadnje pa so izbirni vedenjski 
testi relevantni z ekološkega vidika, saj ima v naravi izogibanje organizmov 
doloĉenemu viru hrane, substratu ali habitatu precej širši vpliv na ravnovesje 
ekosistema, ki je lahko negativen.  
 
Z izbirnimi vedenjskimi testi, ki smo jih izvedli v naši nalogi, smo preizkušali 
raziskovalno in prehranjevalno vedenje testnih organizmov. Raziskovalno vedenje je 
znaĉilno za vse organizme, s katerim si organizmi poišĉejo primeren habitat, ustrezne 
okoljske pogoje in zatoĉišĉe, hrano in navsezadnje tudi partnerja. Prehranjevanje je ena 
izmed primarnih aktivnosti, s katerimi si organizmi zagotovijo hranila in energijo za 
vzdrţevanje metabolizma, rast, razvoj, razmnoţevanje in druge aktivnosti. 
Prehranjevalno vedenje je nadpomenka, ki poleg samega prehranjevanja vkljuĉuje tudi 
ostale aktivnosti, kot so raziskovanje habitata, zaznavo in izbiro ustreznih virov hrane, 
in seveda zaznavo in izogib virov hrane in habitatom, ki bi organizmom lahko 
škodovali. Prehranjevalno vedenje je torej ekološko relevanten odziv organizmov, saj 
nam pokaţe interakcijo med organizmom in okoljem (Mogren in Trumble, 2010), in 
zaradi tega tudi pogosto uporabljen biomarker izpostavitve onesnaţevalom (Hellou, 
2011).  
 
2.4.4.1 Vedenjski poskusi s ĉebelami 
 
Prehranjevalno vedenje in vse aktivnosti povezane z njim, kot so iskanje, zaznava, 
izbira in prinašanje ustreznih virov hrane, pri ĉebelah delavkah so ena od njihovih 
glavnih delovnih aktivnosti v ĉebelji druţini. Pri ĉebelah je znano, da zaznavajo 
sladkorje, proteine, aminokisline, lipide, aromatiĉne spojine, soli in vodo (De Brito 
Sanchez, 2011). Vemo tudi, da so se ĉebele sposobne nauĉiti prepoznati in izogniti 
doloĉenim virom hrane, kot so na primer koncentrirane raztopine, ki jih ljudje 
zaznavamo kot zelo grenke ali slane, ko imajo pri tem prosto izbiro (De Brito Sanchez, 
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2011; Wright in sod., 2010). To vedenje pa izgine, ĉe so ĉebele imobilizirane in poţirajo 
te raztopine, kljub temu da jim lahko škodijo ali lahko celo poginejo zaradi zastrupitve 
(De Brito Sanchez, 2011). Raziskav, ki bi potrdile, da ĉebele zaznavajo kovine (v hrani) 
ali teksturo hrane, ni.  
 
Veĉina vedenjskih testov na ĉebelah, s katerimi so preuĉevali sposobnost zaznave in 
izbire doloĉene vrste hrane, je temeljila na individualnih testih imobiliziranih ĉebel, 
prisilnem hranjenju in olfaktornem in gustatornem pogojevanju (Burden in sod., 2016; 
Hladun in sod., 2012; Kessler in sod., 2015). V znanstveni literaturi pa ne najdemo 
veliko vedenjskih testov zaznave in izbire hrane, v katerih bi imele ĉebele prosto izbiro, 
in še ti so bili narejeni na pesticidih ali drugih organskih spojinah (Kessler in sod., 2015; 
Tan in sod., 2007, 2014). Zato smo za namen naše doktorske naloge razvili akutni 
izbirni test, ki smo ga gradili na osnovi prehranjevalnih testov (Milivojević in sod., 
2015; OECD, Test 245) in na idejni zasnovi izbirnih testov s ĉebelami (Kessler in sod., 
2015; Tan in sod., 2007, 2014). Prvo izvedbo akutnega izbirnega testa so nato uporabili 
Glavan in sod. (2017), ki so pokazali, da so ĉebele imele preferenco za hrano, ki so ji 
bili dodani nanodelci ZnO, v primerjavi s kontrolno hrano, kljub temu da so bile 
uporabljene koncentracije delcev zelo visoke (1‒10 gL
-1
). V tej doktorski nalogi pa 
opisujemo optimizirano razliĉico testa.  
 
2.4.4.2 Vedenjski poskusi s kopenskimi enakonoţci 
 
Elektrofiziološke in etološke študije na kopenskih enakonoţcih so pokazale, da se 
enakonoţci aktivno odzivajo na kemijske draţljaje (Fischbach, 1954; Seelinger, 1983; 
Zimmer in sod. 1996), vlago, svetlobo in druge abiotske draţljaje (Takeda, 1980). 
Znano je tudi, da se enakonoţci odzivajo na prisotnost mikroorganizmov, saj namreĉ 
raje uţivajo rastlinski opad z moĉno mikrobno razrastjo (še posebej glivami) v 
primerjavi z opadom, na katerem ni (veliko) mikrobne razrasti (Gunnarsson, 1987; 
Kayang in sod., 1996; Zidar in sod., 2003b), in celo zmorejo razlikovati med razliĉnimi 
tipi in vrstami mikroorganizmov (Ihnen in Zimmer, 2008). Zimmer in sod. (1996) so v 
svoji raziskavi testirali olfaktorne odzive P. scaber na razliĉne vire hrane. Potrdili so, da 
so enakonoţci sposobni zaznati vonj hrane. Še veĉ, pokazali so, da se enakonoţci 
pravzaprav odzivajo na vonj spojin, ki jih proizvaja mikrobna zdruţba na listnem opadu, 
kot pa na sam vonj listnega opada. Za primer, stranski metaboliti, ki nastajajo ob 
razgradnji celuloze, so bili najbolj vabljivi za enakonoţce (Zimmer in sod., 1996).  
 
Etološke študije na kopenskih enakonoţcih (P. scaber, Porcellio laevis, P. pruinosus, 
Oniscus asellus) z uporabo prehranjevalnih testov z izbiro hrane ali testov z izbiro prsti 
so pokazale, da enakonoţci zaznavajo hrano oz. prst, ki je onesnaţena s pesticidi 
(Loureiro in sod., 2005; Zidar in sod., 2012), kokcidiostatiki (Ţiţek in sod., 2011; Zidar 
in Ţiţek, 2012; Ţiţek in Zidar, 2013), anorganskimi solmi (Škarkova in sod., 2016a, b), 
karboniziranimi materiali (Madţariĉ in sod., 2018), nanodelci srebra (Tourinho in sod., 
2015a) in kovinami, kot so Ag (Tourinho in sod., 2015a), Cd (Odendaal in Reinecke, 
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1999; Kaschl in sod., 2002; Zidar in sod., 2003a, b), Cu (Dallinger, 1977; Zidar in sod., 
2003c) in Pb (van Capelleveen in sod., 1986; Odendaal in Reinecke, 1998).   
 
V nalogi smo individualne prehranjevalne teste z izbiro hrane izvedli z enakonoţci 
skladno s protokolom objavljenem v Zidar in sod. (2012), ki so ga tekom desetletja 
razvijali in optimizirali v vedenjskih študijah z razliĉnimi kovinami, mi pa smo ga 
prilagodili za delo z NM. Omenjeni protokol smo najprej uporabili in objavili v študijah 
z Au NM in pigmentom TiO2 (RD3) (Škarkova in sod., 2016b; Jemec in sod., 2016a, 
resp.). V skupinskih prehranjevalnih testih z izbiro hrane, ki smo jih naredili z TiO2 
(RD3) pa smo dodali tudi podlago iz prsti Lufa 2.2 (Jemec in sod., 2016a). Skupinski 
testi z izbiro prsti z enakonoţci, ki so objavljeni v znanstveni literaturi (Loureiro in sod., 
2005; Tourinho in sod., 2015a; Zidar in sod., 2012; Ţiţek in Zidar, 2013), temeljijo na 
osnovah standardiziranega izogibalnega testa z deţevniki Eisenia fetida/andrei (ISO, 
2008). Portugalski raziskovalci so za izvedbo testa uporabili pravokotne plastiĉne 
posode (Loureiro in sod., 2005; Tourinho in sod., 2015a), medtem ko so se naši 
raziskovalci odloĉili za izpostavitev v petrijevkah (Zidar in sod., 2012; Ţiţek in Zidar, 
2013). V vseh primerih pa so prostor v testni posodah razdelili na pol in eno polovico 
napolnili z neonesnaţeno prstjo, drugo polovico pa s prstjo, ki je bila onesnaţena s 
testno kemikalijo. Stiĉna površina med obema kvalitetama prsti je bila velika in ni bilo 
prave prostorske loĉitve med njima, kar je seveda idealno za deţevnike, ki se premikajo 
v substratu. V doktorski nalogi pa smo ţeleli narediti korak naprej in obstojeĉo testno 
postavitev prilagoditi enakonoţcem. Med študijem in pripravami na izbirne teste s prstjo 
smo naleteli na študijo Thompson in sod. (2007), ki so raziskovali sposobnost zaznave 
in izogibanja entomopatogenih gliv v prsti pri bramorjih. Po njihovem vzoru smo obe 
kvaliteti prsti prostorsko loĉili v dve testni posodi in ju povezali s tunelĉkom (Slika 10). 
Na ta naĉin smo enakonoţce spodbudili v raziskovanje in izbiro lokacije, ki jim bolj 
ustreza. Omenjeni protokol smo nato najprej uporabili v individualnih testih izbire prsti 
in objavili v študijah z anorganskimi solmi in pigmentom TiO2 (RD3) (Škarkova in sod., 
2016a; Jemec in sod., 2016a, resp.). Ob koncu doktorske naloge pa smo v okviru študije 
na karboniziranih materialih z enakonoţci razvili, izvedli in objavili tudi veĉizbirni test 
(Madţarić in sod., 2018), za katerega primarno idejo smo dobili v standardiziranem 
izogibalnem testu z deţevniki (ISO, 2008). 
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V doktorski nalogi smo uporabili kemikalije najvišjega analitskega razreda. 
Bideionizirano vodo (MQ) smo uporabili za pripravo vseh raztopin in disperzij NM 
(18.2 MΩcm, Milli-Q Advantage A10, Millipore). Saharozo, srebrov nitrat (AgNO3), 
kobaltov diklorid heksahidrat (CoCl2.6H2O); diazinon PESTANAL
®
 standard (98,4 % 
HPLC), absolutni etanol, aceonitril, soli za akutni test strupenosti s solinskimi raki in 
kemikalije za biokemijske analize smo kupili pri proizvajalcu Sigma-Aldrich Co. 
(Darmstadt, Nemĉija): kalijev fericianid (K3Fe(CN)6), trinatrijev citrat (Na3C6H5O7), 
bakrov sulfat (CuSO4), kalijev dikromat (K2Cr2O7), natrijev klorid (NaCl), kalijev 
klorid (KCl), magnezijev diklorid (MgCl2), magnezijev sulfat (MgSO4), kalcijev 
diklorid (CaCl2), natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3), Triton X-100, dikalijev 
hidrogen fosfat (K2HPO4), kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4), 5,5′ ditiobis-2-
nitrobenzojska kislina (DTNB), acetiltioholin klorid (ATCh-Cl), 0,1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB), L-glutation (reducirana oblika, GSH), goveji serumski 
albuminski standard (BSA). BCA reagent za proteine A in BCA reagent za proteine B 
smo kupili pri Pierce (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Tris in glicin smo kupili pri 
Serva (Heidelberg, Nemĉija). Acetat in bromfenol modro smo kupili pri Kemika 
(Zagreb, Hrvaška). Dušikovo (V) kislino (HNO3, 65 %), klorovodikovo kislino (HCl, 
37 %), ocetno kislino, glicerol in vodikov peroksid (H2O2, 30 %) smo kupili pri Carlo 
Erba (Milano, Italija) in uporabili za razklope vzorcev. Elementarni analitski standardi 
(Cu, Ce, Ag) za masno spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) in 
plamensko atomsko absorpcijsko spektroskopijo (FAAS) smo kupili pri Perkin Elmer 
(Waltham, ZDA). Encimske teste smo izvedli v prozornih polistirenskih 96-mestnih 
mikrotitrskih plošĉah z ravnim dnom (Sarstedt, Nemĉija). V poskusih s ĉebelami smo za 
gravitacijske hranilnike uporabili sterilne polipropilen-polietilenske brizge (3 in 5 mL, 
Ecoject
®
, Dispomed, Nemĉija). Za vzorĉenje hemolimfe smo uporabili 1 µL steklene 




V doktorski nalogi smo uporabili tri NM: kovinski NM, nAg, in pa dva kovinska 
oksidna NM, nCeO2 ter pigmentni TiO2 in nanopartikulatni nTiO2 (v nadaljevanju 
besedila ob naslavljanju obeh oblik pa kot (n)TiO2) (Preglednica 2).  
 
Vodno disperzijo nAg (oznaka NNV 003; številka serije Parnasos_IG010305_Ag 
NAMA39_1202_Ag) smo prejeli od proizvajalca Colorobbia S.p.A. (Firenze, Italija) v 
okviru projekta EU FP7 NanoValid. Enaka serija nAg je bila dobro karakterizirana in 
opisana v razliĉnih študijah (Zou in sod., 2015; Böhme in sod., 2015; Jemec in sod., 
2016c; Kos in sod., 2016; Romih in sod., 2016b). Nominalna koncentracija nAg je bila 
40 gL
-1
, izmerjena koncentracija Ag v disperziji pa 41,14 gL
-1
 (Jemec in sod., 2016c). 
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Nanodelci Ag so bili stabilizirani s polimerom polivinilpirolidonom (PVP). 
Koncentracija PVP nam ni bila poznana, saj je bil podatek smatran kot intelektualna 
lastnina in ga proizvajalec zato ni ţelel razkriti. Morfologija in velikost nAg sta bili 
doloĉeni z metodo vrstiĉne elektronske mikroskopije s poljsko emisijo (pri 15 kV; FEI 
Nova NanoLab 600) in presevno elektronsko mikroskopijo (TEM) (Preglednica 2). 
Druge znane fizikalno-kemijske lastnosti so bile: deleţ Ag
+
-ionskih zvrsti (Jemec in 
sod., 2016c), povpreĉna velikost primarnih delcev (TEM) (Zou in sod., 2015), 
hidrodinamska velikost (z-average), indeks polidisperznosti (PDI) in zeta potencial 
(Malvern Zetasizer 5000) in so podane v Preglednici 2.   
 
Vodno disperzijo nCeO2 z nominalno koncentracijo delcev 31 gL
-1
 smo prejeli od 
partnerja NanoMILE PROM (Promethean Particles, Nottingham, VB) v okviru projekta 
EU FP7 NanoMILE. Nanodelci CeO2 (številka serije PROM-CeO2-20nm-2306/5a) so 
bili sintetizirani v procesu superkritiĉne fluidne sinteze, ki mu je sledilo temeljito 
spiranje nezreagiranih zvrsti. Delci so bili karakterizirani kot sferiĉni brez dodatnih 
prevlek in brez dodanega stabilizatorja. Druge znane fizikalno-kemijske lastnosti so 
bile: povpreĉna velikost primarnih delcev (TEM) (n = 140; JEOL JEM2100F, JEOL 
Ltd., Tokio, Japonska), hidrodinamska velikost (z-average), indeks polidisperznosti 
(PDI) in zeta potentcial (Malvern Zetasizer 5000), in so podane v Preglednici 2.   
 
Praškast material nCeO2 (številka serije 544841) smo kupili pri Sigma-Aldrich Co. 
(Dermstadt, Nemĉija) in je bil proizvod podjetja nGimat. Za pripravo disperzije v 
vodnem mediju nismo uporabili stabilizatorja. Analizi z ramansko spektroskopijo in 
rentgensko difrakcijo (XRD) sta potrdili kemijsko in strukturno sestavo nCeO2. Analiza 
kemijske sestave z metodo rentgenske fluorescenĉne spektroskopije s totalnim odbojem 
(TXRF, pri 17.4 keV (Mo KR), Caneca 8030C spektrometer z Si(Li) detektorjem, 
Oxford Instruments, VB) je pokazala prisotnost kalcija in zanemarljiv deleţ drugih 
kovin (Rodea-Palomares in sod., 2010). Znani fizikalno-kemijski lastnosti sta bili tudi 
povpreĉna velikost primarnih delcev (TEM, n = > 200, JEOL TEM-1400, JEOL Ltd., 
Tokio, Japonska) (Alaraby in sod., 2015) in Brunner Emmett Teller (BET) velikost 
površine trdnih delcev, ki sta podani v Preglednici 2.  
 
V poskusih z enakonoţci smo uporabili dva praškasta materiala TiO2, pigmentni TiO2 z 
veĉjo velikostjo primarnih delcev (< 220 nm), ki po definiciji ne sodijo v oţjo skupino 
NM, in ultrafini nTiO2 (< 25 nm). Praškast material TiO2 (RD3 TiO2 pigment, številka 
serije 13463-67-7) (v nadaljevanju besedila TiO2 (RD3)), je bil proizvod podjetja 
Sachtleben Pigment GmbH (Pori, Finska). Material se uporablja kot komercialni 
pigment in je bil vzorec iz zaloge pigmentov v tovarni barv na Finskem (Jemec in sod., 
2016a). Po podatkih proizvajalca je material sestavljen iz rutilne oblike TiO2 (93 %, 
w/w) z aluminij-cirkonijevo površinsko prevleko (Al2O3–ZrO2, 7 %, w/w). Druge znane 
fizikalno-kemijske lastnosti so bile: nasipna gostota, povpreĉna velikost kristalov 
(TEM) in pa povpreĉna velikost primarnih delcev (SEM), in so podane v Preglednici 2.  
Praškast material nTiO2 (Sigma Aldrich) smo uporabili v nekaterih poskusih z 
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enakonoţci kot primerjavo komercialnemu pigmentu TiO2 (RD3), ki je bil osrednji 
material v študiji z enakonoţci P. scaber objavljeni v Jemec in sod. (2016a). Material je 
bil proizvod podjetja Sigma Aldrich (številka serije 637254, CAS številka 1317-70-0). 
Po podatkih proizvajalca je material sestavljen iz anatazne oblike nTiO2 brez 





. Kemijska ĉistost materiala je bila ocenjena na 99,7 %. Enaka 
serija nTiO2 (Sigma Aldrich) je bila dobro karakterizirana in opisana v razliĉnih študijah 
z enakonoţci P. scaber (Jemec in sod., 2008; Drobne in sod., 2009; Valant in sod., 
2009; Novak in sod., 2012a, b, c; Menard-Srpĉić in sod., 2014). Morfologija, velikost in 
kristalografske lastnosti nTiO2 (Sigma Aldrich) so bile doloĉene z metodo TEM s 
poljsko emisijo (pri 200 keV; Philips CM 100, Koninklijke Philips Electronics, 
Eindhoven, Nizozemska) (Preglednica 2). V ta namen je bila disperzija nanešena na 
nosilce, ki so bili prevleĉeni z ogljikom, in posušena pri sobnih pogojih. Analiza z XRD 
(Bruker AXS D4 Endeavor diffractometer, Karlsruhe, Nemĉija) je potrdila strukturno 
sestavo nTiO2 (Sigma Aldrich). Morfologijo in kemijsko sestavo smo preverili tudi z 
uporabo FE-SEM/EDX (pri 15 kV; FE-SEM: Jeol JSM-6500F, EDX: EDS/WDS 
Oxford Instruments INCA, Ltd., VB). Druge znane fizikalno-kemijske lastnosti so bile: 
BET velikost (Tristar 3000, Micrometrics Co., Norcross, GA, ZDA), hidrodinamska 
velikost (3D DLS-SLS, LS Instruments, Fribourg, Švica), indeks polidisperznosti (PDI) 
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Preglednica 2: Izhodišĉni fizikalno-kemijski parametri nanomaterialov, ki smo jih uporabili v doktorski nalogi.  











Tip materiala (ime) Nano srebro Nano cerijev (IV) oksid Nano cerijev (IV) oksid Pigmentni titanov 
dioksid 
Nano titanov dioksid 
Zaloţna oblika Disperzija v vodnem 
mediju 
Disperzija v vodnem 
mediju 
Praškast material Praškast material Praškast material 
Morfologija Polimorfna Sferiĉna Sferiĉna / Podolgovata, sferiĉna 
Kristalografske lastnosti Kristaliniĉna struktura Kristaliniĉna struktura Kristaliniĉna struktura Rutil   Anataz   
Površinska prevleka Brez  Brez  Brez  Al2O3‒ZrO2  Brez  
Stabilizator disperzije Polivinilpirolidon 
(PVP) 
Brez Brez  Brez  Brez  
Velikost delcev (TEM) 21±8 nm 4,7±1,4 nm  22,5±14,39 nm  220 nm 25 nm 
Velikost delcev (SEM) 19±21 nm  / / < 100 nm / 





Hidrodinamski radij v MQ 123,8±12,2 nm 172,1±1,705 nm / / 350‒500 nm 
Indeks polidisperznosti v MQ 0,237±0,015 0,272±0,009 / / 0,371 
Zeta-potencial v MQ ‒20±9 mV 50,3±0,719 mV / / / 
Nasipna gostota / / / 800 kg m
-3
 40‒60 kg m
-3
 
% ionskih zvrsti 46‒68 % / / / / 
Testni organizem Ĉebele, enakonoţci, 
solinski raki 
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3.3 KARAKTERIZACIJA NANOMATERIALOV V TESTNEM MEDIJU 
 
3.3.1 Priprava nanomaterialov  
 
V poskusih s ĉebelami smo uporabili ţe pripravljeni vodni disperziji nAg in nCeO2 
(NanoMILE). Pred uporabo smo disperziji le premešali s 5 min moĉnim stresanjem (pri 
3000 rpm, IKA Vortex 4 basic, IKA, Nemĉija) brez dodatnega soniciranja in ju 
pripravili v 1,5 M raztopini saharoze z najvišjo nominalno izpostavitveno koncentracijo 
500 mgL
-1
 in od tod pripravili nadaljnje redĉitve s koncentracijami 2, 10, 50 in 250 
mgL
-1
. Taka priprava je bila skladna z ustaljeno prakso partnerjev projekta 
NanoVALID. V poskusih z enakonoţci smo poleg nAg uporabili praškasta materiala 
nCeO2 (Sigma Aldrich) in nTiO2, ki smo ju dispergirali v MQ in premešali s 5 min 
moĉnim stresanjem (pri 3000 rpm). Temu je sledilo 5 min ultrasoniciranje pri 20 kHz v 
ledeni kopeli z uporabo 130 W probnega sonikatorja pri 31 % njegove maksimalne 
moĉi (Sonics, VibraCell, VCX 130 PB). V poskusih z enakonoţci smo vse disperzije 
nanomaterialov nAg, nCeO2 (Sigma Aldrich), nTiO2 (Sigma Aldrich) in TiO2 (RD3) 
pripravili v MQ z najvišjo izpostavitveno koncentracijo 2 gL
-1
 in od tod pripravili 




3.3.2 Fizikalno-kemijske metode za karakterizacijo nanodelcev 
 
Poleg izhodišĉnih fizikalno-kemijskih parametrov (Preglednica 2), ki smo jih dobili od 
proizvajalcev NM ali partnerjev, smo izvedli še dodatno analizo in karakterizacijo 
uporabljenih NM v testnih medijih. V doktorski nalogi smo testna organizma izpostavili 
NM preko hrane. Ĉebele smo hranili z 1,5 M raztopino saharoze, v kateri smo pripravili 
disperzije NM, zato je bila obenem tudi testni medij. Enakonoţce smo hranili s suhimi 
leskovimi listi, na katere smo nanesli vodno disperzijo NM, ki je bila v tem primeru 
testni medij.   
 
Analizo in karakterizacijo smo izvedli s sveţe pripravljenimi disperzijami nAg in 
nCeO2 (NanoMILE) v 1,5 M raztopini saharoze s koncentracijami 0, 2, 10, 50, 250 in 
500 mgL
-1
; in pa s sveţe pripravljenimi disperzijami nAg in nCeO2 (Sigma Aldrich) v 
MQ s koncentracijo 2 gL
-1
. Izmerili smo: (1) vrednost pH (Thermo Scientific Orion Star 
A215 Benchtop pH/Conductivity Meter), (2) koncentracijo ionskih zvrsti, (3) celokupno 
elementarno koncentracijo (Ag, Ce), (4) velikost delcev in doloĉili (5) morfologijo ter 
kemijsko sestavo.   
 




-ionskih zvrsti v zaloţnih disperzijah nAg in 
nCeO2, resp., smo uporabili metodo analitskega ultracentrifugiranja. Za 
ultracentrifugiranje smo uporabili polialomerne ultracentrifugirke za hitro zapiranje (15 
mL, bell-top quick-seal tubes, Beckman Coulter, CA, ZDA). Ultracentrifugiranje je 
potekalo 1 h pri 250.000 g in 25 °C (Beckman Coulter L8-70M class H preparativna 
ultracentrifuga s 70.1 Ti rotorjem). Po ultracentrifugiranju smo ultracentrifugirke 
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previdno odprli in odstranili supernatant nad sedimentom. Poleg disperzij NM smo 
ultracentrifugiranje izvedli tudi z monoelementnima analitskima standardoma Ag in Ce 
v 1,5 M raztopini saharoze s koncentracijami 0, 2, 10, 50, 250 in 500 mgL
-1
, da smo 
preverili, ali: (1) se med ultracentrifugiranjem posedejo ionske zvrsti, (2) pride do 
adsorbcije kovin na stene ultracentrifugirk in (3) ocenili uspešnost mikrovalovnega 
kislinskega razklopa, saj je saharoza problematiĉen medij.  
 
Celokupno elementarno koncentracijo (Ag, Ce) v supernatantih in obeh testnih medijih 
smo doloĉili po mikrovalovnem kislinskem razklopu. Kislinske razklope smo izvedli z 
razklopnim medijem v 3 mL kvarĉnih insertih z uporabo mikrovalovnega sistema za 
kislinske razklope v zaprtih visokotlaĉnih reaktorjih (StartD, Milestone, Italija). 
Razklop je trajal 1 h 20 min in je potekal pri temperaturi 200 °C, tlaku 45 bar in moĉi 
800 W. Program razklopa je imel tri faze: prva faza (segrevanje) je trajala 20 min, druga 
faza (razklop pri konstantni temperaturi) je trajala 15 min, v tretji fazi je sledilo 
ohlajanje do 60 °C, ki je trajalo 45 min. Razklopni medij za vzorce, ki so vsebovali Ag, 
je bila 65 % HNO3, medtem ko smo za vzorce, ki so vsebovali Ce, uporabili zmes 65 % 
HNO3 in 30 % H2O2 v volumskem razmerju 1 : 1. Koncentracijo Ag v razklopljenih 
vzorcih smo analizirali s FAAS (Perkin Elmer AAnalyst 100, Massachusetts, ZDA), 
koncentracijo Ce pa smo pomerili z ICP-MS (Agilent 7500ce ICP-MS, Agilent 
Technologies, Palo Alto, CA, ZDA).  
 
Metodo dinamiĉnega sipanja svetlobe (DLS) smo uporabili za doloĉitev hidrodinamske 
velikosti delcev (podane kot z-average vrednost) in indeksa polidisperznosti (PDI). Za ti 
meritvi smo za disperziji nAg in nCeO2 (NanoMILE) v 1,5 M raztopini saharoze 
uporabili instrument Particle Size Analyzer VASCO (Cordouan technologies, Francija), 
za disperziji nAg in nCeO2 (Sigma Aldrich) v MQ pa smo uporabili instrument 
ZetaPALS (Brookhaven Instruments Corporation, ZDA).  
 
Morfologijo in kemijsko sestavo vodne disperzije nCeO2 (NanoMILE) ter praškastih 
materialov nCeO2 (Sigma Aldrich) in TiO2 (RD3) smo doloĉili z uporabo vrstiĉne 
elektronske mikroskopije s poljsko emisijo in energijske disperzijske rentgenske 
spektroskopije (pri 15 kV; nCeO2 (NanoMILE) in TiO2 (RD3): FE-SEM: Jeol JSM-
6500F, EDX: EDS/WDS Oxford Instruments INCA, Ltd., VB; nCeO2 (Sigma Aldrich): 
SEM-EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments 
Analytical, Ltd., VB). Za analizo NM smo majhen volumen (20 µL) disperzije oz. 
majhno koliĉino prahu nanesli na karbonski lepilni trak, ki smo ga namestili na nosilec. 
Tako pripravljene NM smo za en dan namestili v vakumski eksikator do napraševanja. 
Vzorce smo pred analizo s FE-SEM/EDX naprašili z nanodelci Au (~10 nm) z uporabo 
napraševalca SCD 005 (cool sputter coater BAL-TEC GmbH, Švica). 
 
3.3.3 Biološke metode za karakterizacijo nanomaterialov 
 
Poleg fizikalno-kemijskih metod smo se posluţili tudi biološke karakterizacije, da smo 
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ocenili biodostopnost NM. V ta namen smo uporabili akutni strupenosti test z modelnim 
vodnim organizmom, solinskim rakom Artemia spp. V osnovi ta test temelji na 
doloĉanju negibnosti navplijev po 48-urni izpostavitvi testni kemikaliji. Za testiranje 
kemikalij na solinskih rakih v ĉasu dela na doktorski nalogi ni bilo mednarodno 
priznanega standardiziranega testa, zato smo v okviru doktorata in projekta 
NanoVALID razvili protokol na primeru nAg in ga validirali v interni in mednarodni 
medlaboratorijski študiji ter objavili v Kos in sod. (2016). Predlagani protokol v Kos in 
sod. (2016) je od novembra 2017 vkljuĉen v mednarodni standard ISO TS 20787 
(2017). 
 
Na kratko, za posamezni test smo uporabili 0,5 g dehidriranih cist A. franciscana 
(Artemio Pur, JBL, Neuhofen, Nemĉija; geografsko poreklo Great Salt Lake, Utah, 
ZDA). Za izleganje cist in akutni strupenostni test smo pripravili sintetiĉni slani medij 
(SSM: 24,7 gL
-1
 NaCl, 0,54 gL
-1
 KCl, 2,15 gL
-1
 MgCl2, 3,072 gL
-1




NaHCO3 v MQ). Izleganje je potekalo v 0,5 L SSM 24 ur pri 25 °C, 
konstantni osvetlitvi (20000 lux) in zraĉenju (< 200 mehurĉkov min
-1
). Pri teh pogojih 
so se iz cist izlegli navpliji (faza liĉinke instar I), ki smo jih uporabili za akutni 
strupenostni test. Test smo izvedli z vsemi testnimi NM: nAg, nCeO2 (NanoMILE), 
nCeO2 (Sigma Aldrich), nTiO2 (Sigma Aldrich) in TiO2 (RD3). Disperzije NM, z 




smo pripravili v 
SSM tik pred testi, kot je navedeno v Poglavju 3.3.1. Teste smo izvedli v prozornih 
polistirenskih 24-mestnih mikrotitrskih plošĉah z ravnim dnom (TPP, Švica). Za vsako 
testno koncentracijo smo pripravili 10 mest, ki smo jih napolnili z 2 mL testnega 
medija, in v vsako mesto dodali 10 navplijev. Hrane nismo dodajali. Test je trajal 48 ur 
pri 25 °C v konstantnih svetlobnih pogojih. Teste z nAg smo izvedli v pogojih 
konstantne svetlobe ali teme (Kos in sod., 2016) zaradi potencialne modifikacije nAg in 
odtopljenih Ag
+
-ionskih zvrsti v slanem mediju pod vplivom svetlobe. Teste s 
preostalimi NM in pigmentom TiO2 (RD3) pa smo izvedli v temi skladno s predlaganim 
protokolom (Kos in sod., 2016), kljub temu da bi v primeru (n)TiO2 priĉakovali 
potencialno strupenost zaradi fotoaktivnosti. Po konĉanem testu smo mikrotitrske plošĉe 
pregledali in prešteli negibne navplije. Nekaj preţivelih navplijev iz kontrole in 
tretmajev z nAg (50 mgL
-1
), nCeO2 (NanoMILE; 100 mgL
-1
) in TiO2 (RD3; 100 mgL
-1
) 
smo odstranili iz testnega medija, sprali v SSM in pogledali pod stereomikroskopom 
(Leica MZ FLIII, Wetzlar, Nemĉija). Rezultate smo predstavili grafiĉno ali tabelariĉno 
kot deleţ negibnih A. franciscana po 48 urah (v % ±SD). Test je bil veljaven, ĉe deleţ 
negibnih (poginulih) ali drugaĉe prizdetih navplijev v kontroli ni presegel 10 % (ISO TS 
20787, 2017). Kot referenĉno kemikalijo smo uporabili K2Cr2O7 (60 mgL
-1
), ki smo ga 
pripravili v SSM.  
 
3.3.4 Analiza podatkov karakterizacije nanomaterialov  
 
Izkoristek ekstrakcije smo izraĉunali kot kvocient izmerjene celokupne elementarne 
koncentracije in nominalne koncentracije in ga podali v %. Deleţ ionskih zvrsti smo 
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izraĉunali kot kvocient med izmerjeno elementarno koncentracijo po ultracentrifugaciji 
in pred ultracentrifugacijo, ter ga podali kot %. Podatke pridobljene z DLS in FE-
SEM/EDX smo obdelali s programskimi orodji uporabljenega instrumenta.  
 
Uporabljene analitske metode za karakterizacijo NM niso razlikovale med odtopljenimi 
ioni in ionskimi kompleksi. Razliĉne študije so na primeru nAg pokazale, da so poleg 
odtopljenih Ag
+
 ionov v disperziji lahko prisotni tudi kompleksi z Ag
+
, ki se vzpostavijo 
med Ag
+
 in delci, Ag
+
 in sestavinami medija, Ag
+ 
in dodanimi stabilizatorji (Behra in 
sod., 2013; Levard in sod., 2012; Romih in sod., 2016b). Konkretno pa so Romih in sod. 
(2016b) z uporabo voltametrije in potenciometrije za naše nAg pokazali, da so v vodni 
disperziji poleg nAg prisotni tudi Ag
+
-PVP kompleksi in prosti Ag
+
 ioni. Podobne 
karakterizacije za ostale testirane NM nismo uporabili, zato prisotnosti vseh ionskih 
kompleksov ne poznamo. V doktorski nalogi smo zato za ione, ki se odtapljajo s 
površine nanodelcev, uporabili pravilnejši izraz “ionske zvrsti”.  
 
3.4 KARAKTERIZACIJA DIAZINONA V TESTNEM MEDIJU 
 
3.4.1 Priprava diazinona 
 
V poskusih s ĉebelami in diazinonom smo uporabili standard diazinon PESTANAL
®
, ki 
smo ga pripravili v 1,5 M raztopini saharoze s koncentracijami 0,2; 0,5; 1; 2,5 in 5 mgL
-
1
. A ker je standard slabo topen v vodnem mediju, smo zatehto emulzije najprej raztopili 
v absolutnem etanolu, da smo pripravili delovno razopino s koncentracijo 20 gL
-1
. Pri 
izraĉunu te koncentracije smo upoštevali gostoto diazinona in ĉistost (98,4 % HPLC). Iz 
delovne raztopine diazinona smo v 1,5 M raztopini saharoze pripravili najvišjo 
izpostavitveno koncentracijo 5 mgL
-1
, ki je bila zaloţna raztopina za nadaljnje redĉitve.  
 
3.4.2 Karakterizacija diazinona z metodo visokotlačne tekočinske kromatografije  
 
V namen analize in karakterizacije diazinona v 1,5 M raztopini saharoze smo v fazi 
razvoja in optimizacije protokola preuĉili: stabilnost (staranje) diazinona v testnem 
mediju, sedimantacijo diazinona v testnem mediju, vpliv materiala testne posode 
(polipropilen-polietilen, steklo) na adsorbcijo diazinona, kinetiko in jakost adsorbcije, 
vpliv vrste topila na ekstrakcijo diazinona (etanol, metanol, aceton, acetonitril) in vpliv 
testnega medija na meritev. Protokol analize diazinona v 1,5 M raztopini saharoze smo 
kasneje objavili tudi v konferenĉnem prispevku (Trebše in sod., 2015). Analizo 
diazinona v hrani smo izvedli pri najvišji izpostavitveni koncentraciji 5 mgL
-1
, ki je bila 
zaloţna raztopina za nadaljnje redĉitve. Standard diazinon PESTANAL
®
 smo najprej 
raztopili v absolutnem etanolu (20 gL
-1
) in nato pripravili zaloţno raztopino diazinona v 
1,5 M saharozi (5 mgL
-1
) ter pomerili pH (Thermo Scientific Orion Star A215 Benchtop 
pH/Conductivity Meter). Pripravljeno zaloţno raztopino smo napolnili v brizge 
(polipropilen-polietilen, Ecoject
®
, Dispomed, Nemĉija), jo inkubirali pri enakih pogojih, 
kot so potekali prehranjevalni testi s ĉebelami, in jo vzorĉili v ĉasovnih intervalih (po 0, 
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4, 8, 12, 16, 20 in 24 h). Diazinon smo iz raztopine saharoze ekstrahirali z uporabo 
modificirane ekstrakcije na trdni fazi (ang. SPE - solid phase extraction). Za to smo 
uporabili SPE kartuše (3 mL, Supelco
®
, ZDA), ki smo jih sprali z absolutnim etanolom 
in MQ. Zaloţno raztopino diazinona smo petkrat razredĉili in skoncentrirali na 
aktivirani SPE kartuši tako, da smo petkrat zapored nanesli po 1 mL raztopine, ki je 
poĉasi prehajala skozi kartušo. Preostanek raztopine saharoze, ki se je zadrţala v 
kartuši, smo sprali z 10 mL MQ. Diazinon smo eluirali tako, da smo kartušo sprali z 
dodatkom 1 mL absolutnega etanola. Posamezni eluirani vzorec smo zbrali v viali in 
vialo vstavili v instrument za visokotlaĉno tekoĉinsko kromatografijo (HPLC UV-VIS 
Agilent 1100, Agilent Technologies, ZDA). Vzorci so bili neposredno injicirani v 
mobilno fazo (7 : 3, acetonitril : MQ) in analizirani pri valovni dolţini 245 nm. Za vsak 
ĉasovni interval smo analizirali tri neodvisne vzorce. Za kalibracijo smo pripravili 
standard diazinon PESTANAL
®
 v absolutnem etanolu in ga analizirali pri enakih 
pogojih kot vzorce.   
 
3.4.3 Analiza podatkov karakterizacije diazinona 
 
Iz izmerjenih koncentracij diazinona smo izraĉunali spremembo koncentracije diazinona 
glede na izmerjeno izhodišĉno koncentracijo diazinona ob ĉasu 0 h. Podatke smo 
predstavili grafiĉno kot % spremembe koncentracije diazinona v ĉasu z uporabo 
logaritemske funkcije (Origin Pro 8.5, ZDA). Nadalje smo za izraĉun dejanske zauţite 
doze diazinona v 24 h izraĉunali enaĉbo logaritemske funkcije in od tod površino pod 
krivuljo. Iz celotne površine grafa smo izraĉunali deleţ površine pod krivuljo, ki je 
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3.5 POSKUSI Z MODELNIMA ORGANIZMOMA  
 
3.5.1 Poskusi z medonosno čebelo 
 
3.5.1.1 Nabiranje ĉebel in priprava za poskus 
 
Medonosne ĉebele kranjske sivke Apis mellifera carnica (Pollman, 1879) smo nabrali v 
ĉebelnjaku Oddelka za biologijo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani, kjer se 
ĉebelje druţine vzgaja v pedagoške in raziskovalne namene. Ĉebelnjak je bil vzdrţevan 
skladno s standardno ĉebelarsko prakso. Za poskuse smo uporabili zdrave ĉebele iz iste 
druţine z znanim fiziološkim statusom in zgodovino, ki vsaj mesec dni pred poskusi 
niso bile tretirane z veterinarskimi pripravki.  
 
Poskuse smo izvedli v pozno pomladanskem-poletnem ĉasu z generacijo kratkoţivih 
poletnih ĉebel, ki ţivijo nekaj tednov, in v zgodnjem jesenskem ĉasu z generacijo 
dolgoţivih zimskih ĉebel, ki ţivijo nekaj mesecev (Preglednica 3). Generaciji poletnih 
in zimskih ĉebel v panju opravljata razliĉne naloge in sta fiziološko zelo razliĉni, imata 
razliĉen metabolizem in razliĉno razvitost nekaterih ţlez (Winston, 1987). Zimske 
ĉebele pripravljajo panj na prezimovanje, prezimijo in pomagajo pri razvoju druţine v 
novi sezoni, zato imajo upoĉasnjeno presnovo, dobro razvito mašĉobno telo v zadku in 
so precej manj obĉutljive na nizke temperature v primerjavi s poletnimi ĉebelami 
(Winston, 1987). 
  
Ĉebele delavke smo nabrali zjutraj na dan poskusa na satnicah nakladnega panja z 
uporabo aspiratorja. Nabrane ĉebele smo nakljuĉno razporejali v pripravljene testne 
kletke in posamezni kletki nakljuĉno doloĉili tretma. Med nabiranjem smo ĉebelam v 
kletkah ponudili deklorirano vodo in raztopino saharoze (1,5 M) ad libitum. Po 
nabiranju smo kletke s ĉebelami za 2 h postavili v inkubator (34 °C, 60±5 % RH), da so 
se prilagodile poskusnim pogojem. V tem ĉasu smo ĉebelam ponudili le deklorirano 
vodo ad libitum, tako da bile ĉebele v razliĉnih testnih kletkah ob zaĉetku poskusa 
poenotene glede napolnjenosti sprednjega prebavila. 
 
3.5.1.2 Kroniĉni prehranjevalni testi s ĉebelami 
 
Kroniĉne prehranjevalne teste s ĉebelami smo izvedli po vzoru Milivojević in sod. 
(2015), ki smo jih dodatno optimizirali in prilagodili skladno s priporoĉili OECD 
(2015). V 9-dnevnih kroniĉnih prehranjevalnih testih smo ĉebele preko hrane izpostavili 
razliĉnim kemikalijam: organofosfatnemu insekticidu diazinonu, AgNO3, nAg in 
nCeO2.  
 
Za prehranjevalne teste smo uporabili kletke iz bukovega lesa (10 x 6 x 7 cm; d x š x v) 
z jekleno mreţo na eni in premiĉnim steklom na drugi strani (Slika 7). Dno smo prekrili 
s pluto in tako prepreĉili kontaminacijo dna. V kletko sta bili vstavljeni dve brizgi, ki sta 
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delovali kot gravitacijska hranilnika, in v katerih smo ĉebelam ponudili deklorirano 
vodo in hrano ad libitum ter ju dnevno zamenjali. Brizgam smo prepolovili kljunec, kar 
je omogoĉalo ĉebelam enostavno in ĉisto hranjenje. Kot hrano smo uporabili 1,5 M 
raztopino saharoze (51,35 % w/v), ki smo jo pripravili iz kristaliniĉne oblike saharoze v 
MQ in jo nemudoma sterilizirali s filtracijo (0,22 µm, Millipore). 
 
 
Slika 7: Fotografija predstavlja testno kletko, ki smo jo uporabili v kroniĉnih prehranjevalnih testih s 
ĉebelami Apis mellifera carnica (foto: Kos, 2018). Testne kletke so bile narejene iz bukovega lesa (10 x 6 
x 7 cm; d x š x v) z jekleno mreţo na eni in premiĉnim steklom na drugi strani. Dno smo prekrili s pluto 
in tako prepreĉili kontaminacijo dna. V kletko sta bili vstavljeni dve brizgi, v katerih smo ĉebelam 
ponudili deklorirano vodo in hrano ad libitum. 
Figure 7: Example of the test cage that was used in chronic feeding test with honey bees Apis mellifera 
carnica (photo: Kos, 2018). Rectangular wooden cages (10 x 6 x 7 cm; length x width x height) were 
made of untreated spruce wood, steel wire mesh, and sliding transparent glass. The floor was covered 
with disposable cork to prevent contamination of the wood. The cage roof had 2 openings for feeders with 
food and water that were offered ad libitum. 
 
V poskusih smo kontrolne skupine ĉebel hranili le z raztopino saharoze, medtem ko smo 
tretirane skupine ĉebel hranili z raztopino saharoze, ki ji je bila dodana posamezna 
kemikalija. Tretirana hrana je bila pripravljena kot je opisano v Poglavju 3.3.1 in 
Poglavju 3.4.1. Poskuse smo vzdrţevali v inkubatorju (I-440 CK, Kambiĉ d.o.o., Semiĉ, 
Slovenia) v konstantni temi, pri temperaturi 34±0,5 °C in relativni vlaţnosti 60±5 %, 
kar je ustrezalo pogojem v panju. Rokovanje s testnimi kletkami in opazovanja smo 
izvedli pri dnevni svetlobi trikrat na dan tekom poskusa.  
 
Na 24 h smo pripravili brizge s sveţo testno hrano, jih stehtali in jih zamenjali s starimi 
brizgami v testnih kletkah. Stare brizge smo stehtali in zabeleţili koliĉino pojedene 
hrane. Dodatno smo tekom vsakega poskusa preverjali tudi spremembo teţe brizg s 
hrano na raĉun izhlapevanja. V ta namen smo tri popolne testne kletke brez ĉebel 
vzdrţevali v enakih pogojih in dnevno zabeleţili spremembo teţe ter skladno s temi 
podatki prilagodili stopnjo prehranjevanja ĉebel. Brizge z deklorirano vodo smo 
dopolnili po potrebi, a koliĉine popite vode nismo merili. Soĉasno smo testne kletke 
natanĉno pregledali, prešteli in odstranili poginule ĉebele ter zabeleţili vse opaţene 
vedenjske spremembe. Pri opazovanju ĉebel smo bili pozorni na naslednja vedenja: 
poveĉana/zmanjšana aktivnost, nemirnost, agresivnost, koordinacija nog, premikanje in 
koordinacija kril in koordinacija gibanja, ki smo jih vkljuĉili v razpravi rezultatov. 
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Preglednica 3: Povzetek podrobnosti poskusov s poletnimi in zimskimi ĉebelami Apis mellifera carnica. Biomarkerji, ki smo jih spremljali so bili: smrtnost, 
prehranjevalno vedenje, izogibalno vedenje, druge spremembe v vedenju, aktivnosti izbranih encimov (GST, AChE v VT in DT frakciji) in normalizirane vsebnosti 
proteinov v 3 telesnih kompartmentih: v glavah, trupih in hemolimfi, ter adsorbcija NM na telesno površino (AD).  
Table 3: Summary table of experiments with summer and winter honey bees Apis mellifera carnica. Biomarkers that were followed were: mortality, feeding behaviour, 
avoidance behaviour, other behavioral changes, selected enzyme activities (glutathione S-transferase, acetylcholinesterase in salt-soluble and detergent-soluble 
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 3.5.1.2.1 Kroniĉni prehranjevalni test z diazinonom 
 
Prehranjevalni poskus z diazinonom je bil prvi v vrsti poskusov s ĉebelami. 
Organofosfatni insekticid diazinon je specifiĉni inhibitor membranske oblike encima 
acetilholinesteraze. Ker je bil osrednji biomarker pri ĉebelah v tej doktorski nalogi 
aktivnost razliĉnih oblik encima acetilholiesteraze, smo diazinon uporabili kot pozitivno 
kontrolo. Izpostavitev diazinonu smo izvedli le z generacijo poletnih ĉebel v poznem 
pomladanskem ĉasu, ko smo 126 ĉebel razdelili v 6 testnih skupin po 20‒23 ĉebel in jih 
izpostavili diazinonu v 1,5 M raztopini saharoze z nominalnimi koncentracijami 0; 0,2; 
0,5; 1; 2,5 in 5 mgL
-1
. Izbira nominalnih koncentracij diazinona je temeljila na izraĉunu 
podatkov iz literature (Mackenzie in Mark, 1989; Weick in Thorn, 2002). Priprava 
hrane z diazinonom je podrobneje opisana v Poglavju 3.4.1. Konĉni deleţ etanola v 
hrani je bil > 0,03 %, ki glede na podatke v literaturi nima vpliva na fiziologijo in 
vedenje ĉebel (Abramson in sod., 2015). Dodatne kontrole z etanolom v hrani nismo 
naredili. Od preostalih poskusov, ki so sledili, se je ta poskus razlikoval po frekvenci 
priprave in menjave sveţe hrane, ki smo jo pripravljali in menjali na 48 h.  
 
3.5.1.2.2 Kroniĉni prehranjevalni testi z nanomateriali 
 
Poskusu z diazinonom so sledili kroniĉni prehranjevalni testi z nAg in nCeO2. Nano 
srebro sodi med NM, za katere je znaĉilno, da se z delcev odtapljajo Ag
+
-ionske zvrsti. 
V namen testiranja vpliva ionskih zvrsti na opazovane biomarkerje, smo ĉebele 
izpostavili tudi le ionski obliki srebra, vir srebrovih ionov pa je bila sol AgNO3. 
Prehranjevalni test z AgNO3 smo izvedli z dnevom zamika za testom z nAg zaradi laţje 
obvladljivosti obeh poskusov.  
 
V splošnem smo kroniĉne prehranjevalne teste z generacijo poletnih ĉebel izvedli v 
juniju 2015 (podrobnosti so navedene v Preglednici 3). V posameznem prehranjevalnem 
testu smo poletne ĉebele razdelili v 6 skupin po 20–28 ĉebel, ki so bile tretirane s 
posameznim NM ali AgNO3 v 1,5 M raztopini saharoze, v nominalnih koncentracijah 0, 




Kroniĉne prehranjevalne teste z generacijo zimskih ĉebel smo izvedli v drugi polovici 
septembra 2015 (podrobnosti so navedene v Preglednici 3), ko smo 183 ĉebel razdelili v 
12 skupin po 14–17 ĉebel na skupino. Tri skupine zimskih ĉebel smo hranili le z 
raztopino saharoze (kontrolna skupina), medtem ko smo preostale skupine trojic hranili 
z raztopino saharoze, ki smo ji dodali posamezno testno kemikalijo Ag/nAg/nCeO2 z 






, resp. Izbira nominalnih 
koncentracij testnih kemikalij v poskusu z zimskimi ĉebelami je temeljila na rezultatih 
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3.5.1.3 Zakljuĉek prehranjevalnega poskusa 
 
Ob koncu 9-dnevnih poskusov smo iz kletk odstranili testno hrano. Posamezne testne 
kletke smo za nekaj minut postavili v zamrzovalno omaro (–20 °C), da so se ĉebele 
umirile in upoĉasnile. Temu je sledila individualna sekcija, pri kateri smo loĉili tri 
glavne telesne segmente: glavo, trup in zadek. Glavo smo pustili intaktno, medtem ko 
smo s trupa natanĉno odstranili krila in noge, zadek pa smo zavrgli. Posamezno glavo in 
trup smo loĉeno zamrznili v tekoĉem dušiku in shranili pri temperaturi –40 °C do 
nadaljnjih analiz.  
 
Iz vsakega tretmaja smo manjši skupini ĉebel (5–7 ĉebel) vzorĉili hemolimfo. 
Hemolimfo smo vzorĉili iz dorzalne ţile v predelu trupa z uporabo 1 µL mikropipet 
(Garrido in sod., 2013). Volumen vzorĉene hemolimfe smo zabeleţili. Povpreĉni 
volumen vzorĉene hemolimfe pa je bil 4,5±0,5 µL. Posamezni vzorec hemolimfe smo 
prenesli v 120 µL ledeno hladnega kalij fosfatnega pufra (KPP; 50 mM, pH 7,0), 
shranili pri temperaturi –40 °C in naslednji dan pomerili aktivnost vodotopne AChE in 
vsebnost proteinov.  
 
3.5.1.4 Analiza adsorbcije nanomaterialov na telesno površino ĉebel 
 
Za namen analize adsorbcije NM na telesno površino ĉebel smo uporabili dve glavi in 
dva trupa poletnih ĉebel iz kontrolne skupine in tretmajev 500 mgL
-1
 nAg ter 50 mgL
-1
 
nCeO2. Glave in trupe smo najprej lioflizirali 72 h (Christ 2-4 Alpha, Christ, Nemĉija). 
Posamezni posušeni telesni segment smo nato pritrdili na karbonski disk s pomoĉjo 
srebrnega lepila (SPI) in jih do analize shranili v vakumskem eksikatorju. Vzorce smo 
pred analizo naprašili z zlatom (Sputter Coater SCD 050, BAL-TEC, Nemĉija) in jih 
pregledali s FE SEM (Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments 
Analytical, Ltd., VB) in površino analizirali z EDX (EDX INCA Wave 500, Oxford 
Instruments Analytical, Ltd., VB).  
 
3.5.1.5 Akutni prehranjevalni test z izbiro hrane  
 
S 24-h akutnimi prehranjevalnimi testi z izbiro hrane smo pri poletnih ĉebelah preverili 
sposobnost zaznave, preference ali izogibanja hrani, ki je vsebovala razliĉne 
koncentracije posamezne testne kemikalije (Preglednica 3). Prehranjevalne teste z izbiro 
hrane smo izvedli s tremi testnimi kemikalijami AgNO3, nAg in nCeO2. 
 
V ta namen smo uporabili polietilenske posodice (9 x 7 x 7 cm; d x š x v) s pokrovom 
(Slika 8). Dno smo prekrili s celuloznim filtrirnim papirjem, da smo zagotovili dobro 
stabilnost brizg in prepreĉili kontaminacijo dna. Veĉjo stransko ploskev smo fino 
perforirali, da smo omogoĉili zadostno ventilacijo testne posode. V testno posodo so 
bile vstavljene tri brizge, v katerih smo ĉebelam ponudili deklorirano vodo in hrano ad 
libitum. Ĉebelam smo soĉasno ponudili hrano v dveh stranskih brizgah. V eni brizgi je 
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bila le raztopina saharoze (kontrolna hrana), v drugi brizgi pa je bila raztopini saharoze 
dodana testna kemikalija z razliĉnimi nominalnimi koncentracijami: 0, 2, 10, 50, 250 in 
500 mgL
-1
, ki smo jih uporabili tudi v kroniĉnih prehranjevalnih testih. Tako smo imeli 
za vsako testno kemikalijo 6 testnih parov oz. 6 tretmajev: 0-0, 0-2, 0-10, 0-50, 0-250 in 
0-500 mgL
-1
. Za vsak tretma smo pripravili tri testne posodice. V posamezni testni 
posodici je bilo 10 ĉebel.  
 
Brizge s hrano smo stehtali na zaĉetku in po koncu izpostavitve ter zabeleţili koliĉino 
pojedene hrane. Dodatno smo tekom vsakega poskusa preverjali tudi spremembo teţe 
brizg s hrano na raĉun izhlapevanja. V ta namen smo tri popolne testne posodice brez 
ĉebel vzdrţevali v enakih pogojih in zabeleţili spremembo teţe ter skladno s temi 
podatki prilagodili stopnjo prehranjevanja ĉebel. Po 24 h smo testne posodice natanĉno 
pregledali in prešteli poginule ĉebele ter zabeleţili vse opaţene vedenjske spremembe. 
Poskuse smo vzdrţevali v inkubatorju (I-440 CK, Kambiĉ d.o.o., Semiĉ, Slovenia) v 
konstantni temi, pri temperaturi 34,0±0,5 °C in relativni vlaţnosti 60±5 %, kar je 




Slika 8: Primer testne kletke, ki smo jih uporabili v akutnih prehranjevalnih testih z izbiro hrane s 
ĉebelami Apis mellifera carnica (foto: Kos, 2018). Uporabili smo polietilenske posodice (9 x 7 x 7 cm; d 
x š x v) s pokrovom. Dno je bilo prekrito s celuloznim filtrirnim papirjem. Drobno perforirana stranska 
ploskev je omogoĉala zraĉenje testne posode. V testno posodo so bile vstavljene tri brizge: v sredinski 
brizgi je bila deklorirana voda, v stranskih dveh pa hrana z ali brez dodatka testne kemikalije.  
Figure 8: Example of the test cage that was used in acute paired-choice food preference tests with honey 
bees Apis mellifera carnica (photo: Kos, 2018). The floor of polyethylene cages (9 x 7 x 7 cm; length x 
width x height) was covered with cellulose filter paper to prevent contamination. The cage roof had 3 
openings for two feeders with food on the side and one with water in the middle that were offered ad 
libitum. One lateral face of the cage was finely perforated to ensure sufficient ventilation. 
  
3.5.1.6 Analiza podatkov poskusov s ĉebelami  
 
Rezultate smo obdelali z uporabo programov Microsoft Excel (2010), OriginPro 
(OriginPro 8, OriginLab Corporation, ZDA) in Gen5 BioTek (Vermont, ZDA). Iz 
podatkov prehranjevalnih testov s ĉebelami smo izraĉunali stopnjo prehranjevanja na 
dan, stopnjo prehranjevanja v 9 dneh, dozo testne kemikalije in smrtnost. Stopnjo 
prehranjevanja smo izraĉunali kot kvocient teţe pojedene hrane v testni kletki na dan in 
dejanskega števila ţivih ĉebel v testni kletki (v g). Namreĉ v prehranjevalnih testih so se 
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ĉebele hranile kolektivno in absolutne stopnje prehranjevanja za posamezno ĉebelo ni 
bilo mogoĉe izraĉunati. Izhajajoĉ iz teh podatkov smo izraĉunali povpreĉno stopnjo 
prehranjevanja na ĉebelo v 9 dneh (v g). Prehranjevalne poskuse z zimskimi ĉebelami 
smo izvedli s tremi ponovitvami na tretma, zato smo stopnjo prehranjevanja podali kot 
povpreĉno vrednost±standardna napaka (SE).  
 
Iz podatkov števila poginulih ĉebel smo za posamezni tretma izraĉunali smrtnost (v %). 
Poskus je bil veljaven, ĉe smrtnost ĉebel v kontrolni skupini ni presegla meje 15 % ob 
koncu poskusa (OECD, Februar 2016). V prehranjevalnem testu z izbiro hrane smo v 
izraĉunu skupne stopnje prehranjevanja v 24 h upoštevali skupno teţo pojedene hrane 
(obe vrsti ponujene hrane) na ĉebelo. Izbira hrane je bila izraĉunana kot kvocient 
stopnje prehranjevanja za posamezno vrsto hrane in skupne stopnje prehranjevanja, ter 
podana kot deleţ (v %). Prehranjevalne teste z izbiro hrane smo izvedli s tremi 
ponovitvami na tretma, zato smo stopnjo prehranjevanja in deleţ izbire hrane podali kot 
povpreĉno vrednost±SE. Razlike v izbiri hrane v posameznem tretmaju smo testirali s 
Studentim t testom.  
 
3.5.2 Poskusi z enakonoţci  
 
3.5.2.1 Priprava enakonoţcev za poskus 
 
V nalogi smo uporabili kopenske enakonoţne rake (enakonoţce ali izopode) Porcellio 
scaber (Latreille, 1804) iz kulture na Katedri za zoologijo Oddelka za biologijo 
Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. Kulturo smo vzpostavili z enakonoţci, ki so 
bile nabrane na podeţelju v okolici Domţal in Kamnika, dva meseca pred zaĉetkom 
poskusov. Enakonoţce smo gojili skladno s standardno prakso in priporoĉili, ki so 
povzeti v Hornung in sod. (1998). Stekleni terariji so bili napolnjeni z vlaţno rjavo 
prstjo, šoto in listno steljo. Ţivali smo hranili z listnim opadom in obĉasno dodajali 
krompir, korenje, drugo sveţo zelenjavo in jabolka. Terariji so bili namešĉeni v 
zoološkem vivariju pri konstantni temperaturi 22±1 °C in 16/8 h dnevno-noĉnim 
ritmom (120 in 16 lx, resp.; LI-1000 Data Logger, LI-COR, Nebraska, ZDA). Za 
poskuse smo iz kulture izbrali odrasle ţivali obeh spolov s sveţo telesno teţo 40±15 mg 
in obema nepoškodovanima antenama. Ţivali, ki so bile v katerikoli fazi levitve, in 
brejih samic za poskuse nismo uporabili (Zidar in sod., 1998). Enakonoţce smo nabrali 
en dan pred poskusom in jih prestavili v loĉeni manjši terarij ter jim ponudili suhe 
leskove liste. Na dan poskusa smo nabrane enakonoţce nakljuĉno razporejali v 
pripravljene testne posode in jih sproti prestavljali v velike terarije v zoološkem 
vivariju. Predhodno smo dno terarijev obloţili z vlaţnimi papirnimi brisaĉami, ki so 






Kos M. Nevrotoksiĉnost izbranih nanomaterialov za modelne nevretenĉarje.  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018      
64 
 
3.5.2.2 Splošna zasnova poskusov z enakonoţci 
 
3.5.2.2.1 Aplikacija nanomaterialov v testni medij  
 
Enakonoţce smo izpostavili nAg, nCeO2 (Sigma Aldrich), nTiO2 (Sigma Aldrich), in 
pigmentu TiO2 (RD3) preko dveh testnih medijev ‒ hrane in prsti. Za pripravo obeh 
testnih medijev smo disperzije pripravili kot je opisano v Poglavju 3.2 in nemudoma 
aplicirali. Zaloţne disperzije (2 gL
-1
) smo pripravil tik pred aplikacijo in disperzije z 
niţjimi koncentracijami smo pripravili z redĉitvami zaloţnih disperzij. Zaradi tega smo 
karakterizacijo izvedli le v zaloţnih disperzijah NM. V nadaljevanju besedila bomo za 
naslavljanje obeh materialov TiO2 uporabljali oznako (n)TiO2. 
 
Enakonoţce smo izpostavili razliĉnim nominalnim koncentracijam NM. Pri nAg in 
nCeO2 smo se odloĉili za naslednje koncentracije 0, 0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1 
suhe hrane ali 
suhe prsti, medtem ko smo pri nTiO2 (Sigma Aldrich) izbrali 1 g kg
-1
 in pri TiO2 (RD3) 
0, 0,1; 0,5 in 1 g kg
-1 
suhe hrane ali suhe prsti. V individualnem prehranjevalnem 





 suhe hrane) v kombinaciji s kontrolno hrano. 
 
3.5.2.2.1.1 Priprava testne hrane 
 
Kot testno hrano smo uporabili deloma razpadle liste navadne leske (Corylus avellana) 
iz prejšnje sezone, ki smo jih nabrali na obmoĉju Dobrĉe v Karavankah (46° 21′ 32.29″ 
N, 14° 16′ 36.12″ E). Na zraku posušene liste z minimalno poškodovano listno lamino 
smo zravnali in jim odrezali osrednjo ţilo ter nazobĉane robove. Listno lamino smo 
narezali na manjše kose s suho teţo 100±10 mg. Za posamezno testno ţival v 
prehranjevalnem testu smo iz ene listne lamine pripravili dva kosa lista, od katerih smo 
enega ponudili v prvem tednu, drugega pa v drugem tednu izpostavitve. Podobno smo 
ravnali tudi v prehranjevalnem testu z izbiro hrane, kjer smo eno listno lamino narezali 
na 4 kose, od katerih smo dva ponudili v prvem tednu, dva pa v drugem tednu 
izpostavitve.  
 
Kontrolne liste smo tretirali le z MQ, medtem ko smo onesnaţene liste tretirali z 
razliĉnimi koncentracijami vodnih disperzij NM, tako da smo 100 µL disperzijo NM 
nanesli na 100 mg suhega lista. Disperzijo posameznega NM smo nanesli na spodnjo 
stran listov in jo s pomoĉjo ĉopiĉa enakomerno razporedili po celotni površini. Po 
aplikaciji smo liste 3 dni sušili v polzaprtih testnih posodah pri sobni temperaturi v 
temnem prostoru. Posušene liste smo ponovno stehtali in te podatke uporabili v 
nadaljnjih izraĉunih.  
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Preglednica 4: Povzetek podrobnosti poskusov z enakonoţci Porcellio scaber. Biomarkerji, ki smo jih spremljali, so bili: smrtnost, prehranjevalno vedenje (stopnja 
prehranjevanja, stopnja produkcije iztrebkov, uĉinkovitost asimilacije hrane, sprememba biomase), izogibalno vedenje, bioakumulacija (B) in aktivnosti izbranih 
encimov (GST in AChE v VT in DT frakciji) in normalizirana vsebnost proteinov, ki smo jih analizirali v celih enakonoţcih. *V poskusih z nCeO2 smo uporabili 
nanodelce proizvajalca Sigma Aldrich. **V poskusih z (n)TiO2 smo uporabili dve vrsti materialov s koncentracijo 1 g kg
-1
 suhe hrane ali prsti: komercialni pigment 





suhe hrane) v kombinaciji s kontrolno hrano.  
Table 4: Summary table of experiments with isopods Porcellio scaber. Biomarkers that were followed were: mortality, feeding behaviour (feeding rate, defecation rate, 
food assimilation efficiency, biomass change), avoidance behaviour, bioaccumulation (B), selected enzyme activities (glutathione S-transferase, acetylcholinesterase in 
salt-soluble and detergent-soluble fractions) and normalised protein content. (*nCeO2–Sigma Aldrich; **(n)TiO2–pigment grade TiO2 (RD3) and ultrafine nTiO2 Sigma 
Aldrich (SA), 1 g TiO2 kg
-1 













hrane ali prsti) 










Prehranjevalni test brez 
izbire hrane 
14 d 0, 0,1; 0,5; 1, 2 1 15 
Smrtnost, prehr. vedenje, B, aktiv. 
encimov 
2  
Prehranjevalni test z izbiro 
hrane 
14 d 0-0, 0-0,1, 0-0,5, 0-1, 0-2 1 20 
Smrtnost, prehr. in izogib. 
vedenje, B, aktiv. encimov 
3  Skupinski test izbire prsti 48 h 0-0, 0-0,1, 0-0,5, 0-1, 0-2 10 5 Izogibalno vedenje 
4 *nCeO2 
Prehranjevalni test brez 
izbire hrane 
14 d 0, 0,1; 0,5; 1, 2 1 15 
Smrtnost, prehr. vedenje, B, aktiv. 
encimov 
5  
Prehranjevalni test z izbiro 
hrane 
14 d 0-0, 0-0,1, 0-0,5, 0-1, 0-2 1 20 
Smrtnost, prehr. in izogib. 
vedenje, B, aktiv. encimov 
6  Skupinski test izbire prsti 48 h 0-0, 0-0,1, 0-0,5, 0-1, 0-2 10 5 Izogibalno vedenje 
7 **(n)TiO2 
Prehranjevalni test brez 
izbire hrane 
14 d 0, 0,1; 0,5; 1, le RD3 1 10 Smrtnost, prehr. vedenje 
8  
Individualni prehranjevalni 
test z izbiro hrane 
14 d 
+K , 0-0, 0-RD3, 0-SA, 
RD3-SA 
1 15 Smrtnost, prehr. in izogib. vedenje 
9  
Skupinski prehranjevalni test 
z izbiro hrane  
48 h 
0-0, 0-RD3, 0-SA,  
RD3-SA 
12 3 Smrtnost, prehr. in izogib. vedenje 
10  Individualni test izbire prsti 48 h 
0-0, 0-RD3, 0-SA,  
RD3-SA 
15 1 Izogibalno vedenje 
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 3.5.2.2.1.2 Priprava testne prsti 
 
Kot substrat v skupinskem izbirnem testu prsti smo uporabili nesterilno standarizirano 
naravno prst Lufa 2.2. Prst je bila karakterizirana kot pešĉena ilovica (velikost delcev: < 
0,002 mm: 7,3±1,2 %, 0,002–0,05 mm: 13,8±2,7 %, 0,05–2,0 mm: 78,9±3,5 %). 
Vsebnost organskega snovi v prsti je bila 1,59±0,13 %, vsebnost glinenih delcev pa 
7,7±1,7 %. Kemijsko sestavo Lufe 2.2 smo doloĉili z metodo rentgenske fluorescenĉne 
spektrometrije (energijska loĉljivost 175 eV pri 5,9 keV, izvor Am-241 (Isotope 
Products Laboratory, ZDA), Si(Li) detektor (Canberra, Meriden, USA)) v g kg
-1
: K 
15,20, Ca 5,47, Ti 1,95, Cr 0,079, Mn 0,22, Fe 8,19, Ni 0,00706, Cu 0,029, Zn 0,020, 
Pb 0,043, Br 0,0045, Rb 0,060, Sr 0,062, Y 0,015, Zr 0,17, Nb 0,007. 
 
Vrednost kationske izmenjevalne kapacitete je bila 9,7±0,4 meq 100 g
-1
. Proizvajalec je 
v specifikaciji podal tudi vrednost zadrţevalne kapacitete vode (water holding capacity, 
WHC), ki je bila 43,5±2,8 g vode na 100 g suhe prsti. Vlaţnost prsti v poskusu je bila 
natanĉno uravnana na 40 % WHC. Za izraĉun potrebne koliĉine dodane vode smo 
uporabili podatek WHC iz specifikacije proizvajalca. Pred zaĉetkom poskusa pa smo 
tudi sami izmerili WHC prsti skladno po protokolu opisanem v Kos (2013).  
 
Testno prst smo pripravili v skladu s priporoĉili Testa 222 (OECD, 2004). Prst smo 
najprej posušili v ventilacijski peĉici pri 60 °C do konstantne teţe. Kontrolni prsti smo 
dodali le MQ. V tretmajih, kjer smo prst kontaminirali s posameznim materialom nAg, 
nCeO2 ali (n)TiO2, smo disperzije pripravili v manjši koliĉini MQ in jo primešali prsti. 
Po dodatku disperzije smo prst navlaţili s preostankom MQ in temeljito premešali. 
Pripravljeno prst smo 24 h pustili mirovati v temi pri sobnih pogojih, da se je 
vzpostavilo kemijsko ravnovesje med materiali, intersticijem in delci prsti. 
 
Pred zaĉetkom poskusa smo pomerili pH in elektriĉno prevodnost (EC) testne prsti z 
uporabo pH multimetra (Thermo Scientific Orion Star A215 Benchtop pH/Conductivity 
Meter). Meritev pH smo izvedli skladno s priporoĉili ISO DIN 10390:1994 v tekoĉi fazi 
disperzije prsti in 0,01 M CaCl2 (1:5 = w:v). Meritev EC smo izvedli v vodni fazi 
disperzije prsti in MQ (1:5 = w:v), ki smo jo pustili mirovati 2 h pri sobnih pogojih. 
 
3.5.2.2 Prehranjevalni test brez in z izbiro hrane 
 
Prehranjevalni test brez in z izbiro hrane z enakonoţci in posameznim NM smo izvedli 
soĉasno v skladu s protokoli v Zidar in sod. (2012). V obeh testih smo kot testno posodo 
uporabili petrijevko (d = 9 cm), v kateri smo na dnu pripravili vlaţen celulozni filtrirni 
papir (d = 7 cm, Macherey-Nagel, Nemĉija) in plastiĉno posodico (d = 2 cm, rob 3 mm) 
(Slika 9). V prehranjevalnih testih brez izbire hrane smo na plastiĉno posodico poloţili 
en list, z onesnaţeno stranjo orientirano navzgor. V prehranjevalnih testih z izbiro hrane 
pa smo v testno posodo vstavili dve plastiĉni posodici in dva lista. S tako postavitvijo 
smo prepreĉili kontakt hrane z vlaţnim filtrirnim papirjem in testnim ţivalim ustvarili 
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veĉ mikrohabitatov, ki so jih lahko izbrali ad libitum. V posamezno testno posodo smo 
dodali eno ţival, ki smo jo izbrali nakljuĉno in jo predhodno stehtali. V 
prehranjevalnem testu brez izbire hrane smo imeli 5 testnih skupin z razliĉnimi 
nominalnimi koncentracijami: 0, 0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1 
za nAg in nCeO2, oz. 0, 0,1; 0,5 
in 1 g kg
-1
 za TiO2 (RD3) ali 1 g kg
-1
 za nTiO2 (Sigma Aldrich). V vsaki testni skupini je 
bilo 15 ţivali. 
 
 
Slika 9: Fotografije testnih posod, ki smo jih uporabili v prehranjevalnih testih z enakonoţci Porcellio 
scaber (foto: Kos, 2018). (A1, A2) V prehranjevalnih testih brez izbire hrane smo dali posamezno ţival v 
petrijevko (1, d=9 cm), v kateri smo pripravili vlaţen celulozni filtrirni papir (2) in plastiĉno posodico 
(3, d=2 cm, rob 3 mm) z listom (4). (B1, B2) V prehranjevalnih testih z izbiro hrane je bila ureditev 
testne posode podobna, le ţivalim smo ponudili dva lista, ki sta bila tretirana razliĉno: en list je bil 
kontrolni (tretiran le z MQ), drugi pa je bil onesnaţen list (tretiran s testnim NM, nAg, nCeO2 ali 
(n)TiO2), in postavljena v loĉeni plastiĉni posodici. 
Figure 9: Pictures (A1, A2) and (B1, B2) represent test containers used in feeding tests and food selection 
tests with isopods Porcellio scaber in the present study, respectively. (A1, A2) In the feeding tests 
isopods were kept individually on moist filter paper (2) in plastic Petri dishes (1, d=9 cm) along with 
the hazelnut tree leaf (4) with the contaminated side facing up that was placed in a small plastic dish 
(3, d=2 cm, height of rim 3 mm) to prevent contact with the moist filter paper. (B1, B2) In the food 
selection tests the setup of the test containers was similar just that the isopods were given a choice 
between two qualities of the food, where one leaf piece was control (spiked with MQ only) and the other 
was spiked with a test compound, nAg, nCeO2, or (n)TiO2, and placed separately in a small plastic dish 
(3) to prevent contact with the other leaf piece and moist filter paper. Pictures A2 and B2 represent 
assembled test container without animal.  
 
S prehranjevalnimi testi z izbiro hrane smo pri enakonoţcih preverili sposobnost 
zaznave, preference ali izogibanja hrani, ki je vsebovala razliĉne koncentracije 
posameznega materiala (Preglednica 4). Enakonoţcem smo soĉasno ponudili dva lista, 
ki smo ju razliĉno tretirali. Prvi list je bil kontrolni, tretiran le z MQ, drugi list pa je bil 
onesnaţen s posameznim materialom v razliĉnih nominalnih koncentracijah, ki smo jih 
uporabili tudi v prehranjevalnih testih brez izbire hrane. Tako smo imeli za vsak NM 5 
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testnih parov oz. 5 tretmajev: 0-0, 0-0,1, 0-0,5, 0-1 in 0-2 g kg
-1 
za nAg in nCeO2. 
 
V okviru poskusov z (n)TiO2, katerih del smo objavili v ĉlanku Jemec in sod. (2016a), 
smo izvedli individualni in skupinski prehranjevalni test z izbiro hrane. V obeh testih 
smo uporabili dve vrsti TiO2 s koncentracijo 1 g kg
-1
 suhe hrane: rutilno obliko 
pigmenta TiO2 (RD3) iz tovarne barv in pa anatazno obliko ultrafinega nTiO2 
proizvajalca Sigma Aldrich (SA). Testne tretmaje smo oznaĉili kot 0-0, 0-RD3, 0-SA, 





 suhe hrane) v kombinaciji s kontrolno hrano. V skupinskem testu smo 
imeli v posameznem tretmaju tri testne skupine z 10 ţivalmi na skupino.  
 
Poskuse smo vzdrţevali 14 dni v kontroliranih in ustaljenih pogojih pri temperaturi 
22±1 °C, 80 % RH (TFA, Dostmann GmbH & Co.KG, Wertheim, Nemĉija), in dnevno-
noĉnim ritmom 16/8 h (120 in 16 lx, resp.). Testne posode smo pregledali vsak dan, 
odstranili poginule ţivali in po potrebi navlaţili filtrirni papir. Pri opazovanju smo bili 
pozorni na naslednja vedenja: poveĉana/zmanjšana prehranjevalna aktivnost, izogibanje 
hrani, koordinacijo gibanja, razvoj marzupija, pojav kalcijevih depozitov ali levitev. 
Sedmi dan smo ţivali prenesli v nove testne posode s sveţo hrano. Preostanek stare 
hrane in iztrebke smo sušili tri dni pri sobnih pogojih, jih nato zbrali ter stehtali. 
Dodatno smo tekom vsakega poskusa preverjali tudi spremembo teţe listov na raĉun 
vlaţenja zaradi zraĉne vlage. V ta namen smo pet popolnih testnih posodic brez 
enakonoţcev in vlaţenega filtrirnega papirja vzdrţevali v enakih pogojih in zabeleţili 
spremembo teţe. Podatke poginulih ţivali smo izkljuĉili iz izraĉunov prehranjevalnih 
indeksov. 
 
3.5.2.2.1 Zakljuĉek prehranjevalnih poskusov 
 
Ob koncu 14-dnevne izpostavitve smo zabeleţili število mrtvih ţivali. Preţivele ţivali 
smo stehtali in teţo zabeleţili. Temu je sledila individualna sekcija, pri kateri smo 
enakonoţcem odstranili le zadnje ĉrevo, pri ĉemer je hepatopankreas in preostalo telo 
ostalo popolnoma intaktno. Posamezno ţival smo zamrznili v tekoĉem dušiku in 
shranili pri temperaturi ‒40 °C do nadaljnjih analiz vsebnosti kovin in izbranih 
encimskih aktivnosti. Preostanek stare hrane drugega tedna in iztrebke smo sušili tri dni 
pri sobnih pogojih, jih nato zbrali in stehtali.  
 
3.5.2.3 Individualni in skupinski test izbire prsti  
 
S testi z izbiro prsti smo pri enakonoţcih preverili sposobnost zaznave, preference ali 
izogibanja prsti, ki je vsebovala razliĉne koncentracije posameznega NM (Preglednica 
4). V indvidualnem ali skupinskih testih izbire prsti smo enakonoţce individualno ali v 
skupinah 10 ţivali, resp., za 48 h soĉasno izpostavili dvema kvalitetama prsti v loĉenih 
plastiĉnih posodicah: kontrolni prsti, ki je bila tretirana le z MQ, in pa onesnaţeni prsti, 
ki je bila tretirana s s posameznim NM (nAg, nCeO2, (n)TiO2) z razliĉnimi nominalnimi 
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koncentracijami (Slika 10). Testna posoda je bila sestavljena iz dveh polipropilenskih 
prosodic (0,1 L), ki smo ju napolnili s 35±5 g vlaţne prsti, in ju povezali s 
polipropilenskim tunelom (1,3 x 4 cm, š x d), kar je omogoĉalo premikanje ţivali med 
obema kvalitetama prsti Lufa 2.2. Posodici smo prekrili s perforiranima papirnatima 
pokrovoma in ju priĉvrstili z vezicama. Omenjeno testno postavitev smo razvili in 
predhodno objavili v delu Škarková in sod. (2016a). 
 
 
Slika 10: Fotografiji testne posode, ki smo jih uporabili za vedenjske individualne ali skupinske izbirne 
teste na prsti z enakonoţci Porcellio scaber (foto: Kos, 2018). Posamezne ţivali ali skupine 10 ţivali smo 
soĉasno izpostavili dvema kvalitetama prsti v loĉenih plastiĉnih posodicah: kontrolni prsti, ki je bila 
tretirana le z MQ, in pa onesnaţeni prsti, ki je bila tretirana s testnim NM, nAg, nCeO2 ali (n)TiO2. Testna 
posoda je bila sestavljena iz dveh polipropilenskih prosodic (5, 0.1 L), ki smo ju povezali s 
polipropilenskim tunelom (4, 1,3 cm x 4 cm, š x d), kar je omogoĉalo premikanje ţivali med obema 
kvalitetama prsti Lufa 2.2 (1). Posodici smo prekrili s perforiranima papirnatima pokrovoma (2) in ju 
priĉvrstili z vezicama. 
Figure 10: Pictures (A) and (B) represent test containers used in 48 h individual or group soil selection 
test with isopods Porcellio scaber in the present study. Isopods were given a choice between two qualities 
of the soil, one without and one with the test compound, nAg, nCeO2, or (n)TiO2. Test container 
comprised two identical polypropylene vessels (5, 0.1 L) connected with a fixed polypropylene tunnel 
(4, 1.3 cm wide, 4 cm long) to enable animal migration between two qualities of soil and covered with 
paper covers (2). Paper covers were perforated and fixed with rubber bands (3). Vessels were filled 
with min. 30 g of moist Lufa 2.2 soil (1). Picture B represents assembled test container without animals. 
 
Individualni test izbire prsti smo izvedli z obema vrstama (n)TiO2 z nominalno 
koncentracijo 1 g kg
-1
 suhe prsti: rutilno obliko TiO2 (RD3) in pa anatazno obliko nTiO2 
proizvajalca Sigma Aldrich (SA). Tretmaje smo oznaĉili s testnimi pari: 0-0, 0-RD3, 0-
SA, RD3-SA. V vsakem tretmaju je bilo 15 enakonoţcev. Skupinska testa izbire prsti 
smo izvedli z nAg in nCeO2 (NanoMILE) z nominalnimi koncentracijami: 0, 0,1; 0,5; 1 
in 2 g kg
-1 
suhe prsti. Tako smo imeli za nAg in nCeO2 5 testnih parov oz. 5 tretmajev: 




za. Vsak tretma je imel 5 ponovitev.  
 
Poskuse smo vzdrţevali v kontroliranih in ustaljenih pogojih v konstantni temi pri 
temperaturi 22±1 °C, < 60 % RH (TFA, Dostmann GmbH in Co.KG, Wertheim, 
Nemĉija). Testne posode smo pregledovali ob svetlobi namizne svetilke. Med poskusom 
enakonoţcem nismo ponudili hrane. Spremembo vlaţnosti prsti smo preverili s 
tehtanjem testnih posod na zaĉetku in ob koncu poskusa. Med 48-urnim poskusom smo 
izvedli 10 opazovanj testnih posod in zabeleţili lokacijo posamezne ţivali (Warburg, 
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1993). Zadnje opazovanje smo izvedli po 48 h in te podatke nato uporabili za izraĉun 
izbire prsti. 
 
3.5.2.4 Analiza kovin v enakonoţcih 
 
Celokupno elementarno koncentracijo (Ag, Ce) v enakonoţcih iz obeh prehranjevalnih 
testov smo doloĉili po mikrovalovnem kislinskem razklopu predhodno liofiliziranih in 
stehtanih vzorcev. Kislinske razklope smo izvedli v razklopnem mediju v 3 mL 
kvarĉnih insertih z uporabo mikrovalovnega sistema za kislinske razklope v zaprtih 
visokotlaĉnih reaktorjih (StartD, Milestone, Italija). Razklop je trajal 1 h 20 min in je 
potekal pri temperaturi 180 °C, tlaku 45 bar in moĉi 700 W. Program razklopa je imel 
tri faze: prva faza (segrevanje) je trajala 20 min, druga faza (razklop pri konstantni 
temperaturi) je trajala 15 min, v tretji fazi je sledilo ohlajanje do 60 °C, ki je trajalo 45 
min. Razklopni medij za vzorce, je bila zmes 65 % HNO3 in 30 % H2O2 v volumskem 
razmerju 1 : 1. Koncentracije Ag v razklopljenih vzorcih smo analizirali s FAAS 
(Perkin Elmer AAnalyst 100, Massachusetts, ZDA), koncentracije Ce pa smo pomerili z 
ICP-MS (Agilent 7500ce ICP-MS, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, ZDA). Kot 
interno kontrolo analitskega postopka smo uporabili referenĉni material za kovine v 
sledovih (hepatopankreas jastoga, TORT-2, National Research Council of Canada, 
Kanada). 
 
3.5.2.5 Analiza podatkov poskusov z enakonoţci 
 
Izkoristek izmerjenih koncentracij zaloţnih disperzij NM (pred ultracentrifugiranjem) je 
kvocient izmerjene elementarne koncentracije in nominalne elementarne koncentracije 




-ionskih zvrsti v supernatantu je koliĉnik izmerjene 
elementarne koncentracije v supernatantu po ultracentrifugiranju in izmerjene 
elementarne koncentracije pred ultracentrifugiranjem ter izraţen v %. V obeh 
prehranjevalnih testih smo iz podatkov o številu poginulih enakonoţcev v posameznem 
tretmaju izraĉunali smrtnost (v %). Poskus je bil veljaven, ĉe smrtnost enakonoţcev v 
kontrolni skupini ni presegla meje 20 % ob koncu poskusa (Hornung in sod., 1998). 
Povpreĉna telesna teţa ţivali (sveţa teţa ţivali, STŢ) je bila izraĉunana kot aritmetiĉna 
sredina sveţe teţe ţivali, ki smo jo zabeleţili ob zaĉetku in po koncu poskusa. Stopnja 
prehranjevanja v 14 dneh je bila izraĉunana kot kvocient teţe pojedene hrane in STŢ. V 
prehranjevalnih testih z izbiro hrane smo skupno koliĉino pojedene hrane izraĉunali kot 
vsoto teţ obeh ponujenih listov (kontrolnega in tretiranega). Izbira hrane je bila 
izraĉunana kot kvocient stopnje prehranjevanja posameznega lista in skupne stopnje 
prehranjevanja ter podana v %. Število vzorcev analiziranih ţivali smo vkljuĉili v slike 
grafov kot del oznak abscisne osi. Rezultate smo podali kot povpreĉne vrednosti, 
negotovosti pa kot standardni odkloni (±SD). Neparametriĉni Mann-Whitney U test 
smo uporabili za primerjavo kontrol in tretiranih ţivali, ter tretmajev z enakimi 
nominalnimi koncentracijami obeh prehranjevalnih testov, pri ĉemer smo rezultate s 
statistiĉno znaĉilnostjo p < 0,05 smatrali kot statistiĉno razliĉne. Izbiro prsti smo izrazili 
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kot % ţivali, ki so se ob zadnjem opazovanju po 48 h nahajale na kontrolni ali z NM 
tretirani prsti. V vedenjskih testih izbire hrane ali izbire prsti smo testne skupine testirali 
s Studentim t testom proti hipotetiĉni izbiri 0 % in 50 %. Predpostavili smo, da ţivali 
lahko izberejo obe ponujeni vrsti hrane oz. prsti z enako verjetnostjo. 
 
3.6 BIOKEMIJSKI TESTI 
 
3.6.1 Priprava homogenatov 
 
Vzorce ĉebel (glave, trupe in vzorce hemolimfe) in enakonoţcev (cele ţivali brez 
prebavila) smo za analizo izbranih encimskih aktivnosti in vsebnosti proteinov najprej 
mehansko homogenizirali. Za to smo uporabili homogenizer UltraTurrax T10 basic 
(hitrost 5; IKA, Nemĉija), ki s kombinacijo striţnih, udarnih, trkalnih sil in kavitacije 
hitro razgrajuje, razprši in dispergira material. Posamezni vzorec smo stehtali in 
homogenizirali 1 min na ledu v 800 µL ledeno hladnega KPP (50 mM, pH 7,0). 
Homogenate smo centrifugirali 15 min pri 4 °C in 20.817g (5810 R, Eppendorf, 
Nemĉija). Supernatante smo prenesli v sveţe mikrocentrifugirke in jih uporabili za 
analizo aktivnosti AChE v vodi-topni (VT) frakciji in GST. Sedimente smo nato 
kemijsko homogenizirali, tako da smo jih resuspendirali v 300 µL nevtralnega 
neionskega detergenta 0,5% Triton X-100 v KPP (50 mM, pH 7,0). Resuspendirane 
sedimente smo inkubirali na ledu 30 min in jih centrifugirali 15 min pri 4 °C in 20.817g. 
Supernatante iz druge ekstrakcije smo prenesli v sveţe mikrocentrifugirke in jih 
uporabili za analizo aktivnosti AChE v detergentu-topni (DT) frakciji. Vzorce 
hemolimfe, ki smo jih po vzorĉenju shranili v KPP (50 mM, pH 7,0) in zamrznili, smo 
odtajali na ledu in centrifugirali 15 min pri 4 °C in 20.817g, da smo odstranili celice. 
Vse pufrske raztopine v biokemijskih testih smo po pripravi sterilizirali s filtracijo (0,22 
µm, Millipore). 
 
3.6.2 Analiza encimske aktivnosti in vsebnosti proteinov  
 
3.6.2.1 Analiza encimske aktivnosti acetilholinesteraze v vzorcih ĉebel in enakonoţcev  
 
Aktivnost AChE smo doloĉili v VT in DT frakcijah po metodi, ki jo je opisal Ellman in 
sod. (1961), z manjšimi spremembami. Ellmanova metoda je kvalitativna, kvantitativna, 
dobro poznana in ponovljiva. Ellman je za doloĉanje in kvantifikacijo prostih tiolnih 
skupin (‒SH) v raztopini vzorca uvedel 5,5‟-ditio-bis-(2-nitrobenzojsko kislino) 
(DTNB), znano tudi kot Ellmanov reagent.  
 
Ellmanova reakcija, ki jo zasledujemo, je dvostopenjska, hitra in stehiometriĉna, 
povzemata pa jo enaĉbi (1) in (2) (Ellman in sod., 1961). Na prvi stopnji encim AChE 
hidrolizira substrat ACTh, pri ĉemer nastaneta tioholin in acetatni ion (1). Nato na drugi 
stopnji reagent DTNB reagira s tiolnimi skupinami tioholina, pri ĉemer nastane rumeno 
obarvan produkt (2). Intenziteta barve produkta pa je proporcionalna koliĉini produkta, 
 
Kos M. Nevrotoksiĉnost izbranih nanomaterialov za modelne nevretenĉarje.  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018      
72 
 
ki nastane v doloĉenem ĉasu.  
 









tioholin + DTNB  rumeno obarvan produkt …(2) 
 
V naših poskusnih pogojih smo kot substrat uporabili acetiltioholin klorid (ATCh-Cl). 
Ustrezne delovne raztopine DTNB in ATCh-Cl smo pripravili tik pred uporabo. 
Ellmanov reagent smo pripravili tako, da smo 91 mg DTNB raztopili v 100 mL of KPP 
(250 mM, pH 7,4) in dodali še 37,5 mg NaHCO3. Nastalo raztopino smo razredĉili do 1 
L z MQ in shranili v temni steklenici pri 4 °C.  
 
Reakcijsko mešanico smo pripravili iz 50 µL KPP (50 mM, pH 7,0), 50 µL supernatanta 
in 100 µL Ellmanovega reagenta s substratom ATCh-Cl. Konĉni koncentraciji DTNB in 
ATCh-Cl v reakcijskem volumnu sta bili 0,1148 mM DTNB in 1 mM ATCh-Cl, resp. V 
reakcijski mešanici slepih vzorcev smo supernatante nadomestili z dodatkom KPP (50 
mM, pH 7,0) brez ali z 0,5 % detergentom Triton X-100. Encimsko aktivnost AChE 
vzorca smo doloĉili spektrofotometriĉno z UV-VIS ĉitalcem mikrotitrskih plošĉ 
(Biotek, Vermont, ZDA) z merjenjem spremembe absorbance v reakcijski mešanici. 
Meritve so potekale 15 min pri valovni dolţini 405 nm in temperaturi 25 °C. Vse vzorce 
ĉebel in enakonoţcev smo pomerili v treh ponovitvah. Aktivnost AChE smo izrazili v 




. Za izraĉun specifiĉne aktivnosti 






3.6.2.2 Analiza encimske aktivnosti acetilholinesteraze v vzorcih hemolimfe ĉebel  
 
3.6.2.2.1 Analiza aktivnosti AChE v hemolimfi ĉebel po in vivo izpostavitvi ĉebel  
 
V preliminarnih poskusih smo za ekstrakcijo AChE iz necentrifugiranih vzorcev 
hemolimfe ĉebel uporabili dva pufra: KPP (50 mM, pH 7,0) brez in z dodanim 0,5 % 
detergentom Triton X-100. Preizkusili smo tudi vpliv centrifugiranja na aktivnost AChE 
v hemolimfi, tako da smo aktivnosti AChE izmerili v necentrifugiranih in 
centrifugiranih vzorcih.  
 
Za analizo aktivnosti AChE v hemolimfi ĉebel smo vzorce pripravili, kot je opisano v 
Poglavju 3.6.1. Reakcijsko mešanico smo pripravili iz 60 µL KPP (50 mM, pH 7,0), 40 
µL supernatanta in 100 µL Ellmanovega reagenta z ATCh-Cl. Posamezni vzorec 
hemolimfe smo pomerili le v dveh ponovitvah zaradi majhnega volumna vzorcev. 
Meritve so potekale 1 h pri valovni dolţini 405 nm in temperaturi 25 °C, kot je opisano 
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v Poglavju 3.6.2.1. 
 
3.6.2.2.2 Analiza aktivnosti AChE v hemolimfi ĉebel po in vitro izpostavitvi diazinonu 
 
V namen dodatne karakterizacije AChE v hemolimfi ĉebel smo vzorce hemolimfe 
izpostavili in vitro razliĉnim koncentracijam diazinona: 3, 30, 150, 300, 600, 1200, 
1800, 3000 in 30 000 mgL
-1
. Za in vitro poskus smo v panju nabrali 10 ĉebel in jim 
odvzeli hemolimfo, ki smo jo zdruţili v skupni vzorec. Reakcijsko mešanico smo 
pripravili iz 40 µL KPP (50 mM, pH 7,0), 40 µL supernatanta in 20 μL diazinona v KPP 
in 100 µL Ellmanovega reagenta z ATCh-Cl. Diazinon smo v reakcijsko mešanico 
dodali tik pred dodatkom Ellmanovega reagenta. Meritve so potekale 1 h pri valovni 
dolţini 405 nm in temperaturi 25 °C, kot je opisano v Poglavju 3.6.2.1.  
 
3.6.2.3 Analiza encimske aktivnosti glutation S-transferaze  
 
Aktivnost GST smo doloĉili v VT frakciji po metodi, ki jo je opisal Habig in sod. 
(1974). V splošnem vsi izocimi GST katalizirajo enako reakcijo konjugacije 
ksenobiotikov (X) s ‒SH skupino reduciranega glutationa (GSH), ki jo prikazuje enaĉba 
(3).  
 
 GST   




Spojina 0,1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) je najbolj univerzalni substrat za detekcijo 
razliĉnih izocimov GST, ki so prisotni v tkivnem homogenatu. Pri konjugaciji pride do 
nukleofilne aromatske substitucije klora s ‒SH skupino GSH, pri ĉemer nastane 
dinitrofenil tioeter in kloridni ion, kar prikazuje enaĉba (4) (Habig in sod., 1974). 
Reakcija, ki jo zasledujemo, je kvalitativna, kvantitativna, hitra, ponovljiva in 
stehiometriĉna. Produkt reakcije dinitrofenil tioeter deluje kot kromofor, ki absorbira 
svetlobo pri valovni dolţini 340 nm, zato reakcijo lahko spremljamo 





Ustrezne delovne raztopine CDNB in GSH smo pripravili tik pred uporabo. Zaloţno 
raztopino CDNB s koncentracijo 50 mM smo najprej pripravili v absolutnem etanolu. 
Tik pred uporabo smo zaloţno raztopino CDNB razredĉili s KPP (100 mM, pH 6,5) do 
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koncentracije 4 mM in zašĉitili pred svetlobo. Delovno raztopino GSH smo pripravili v 
KPP (100 mM, pH 6,5) tik pred uporabo. Reakcijsko mešanico smo pripravili iz 50 µL 
supernatanta, 50 µL of CDNB in 100 µL GSH. Konĉni koncentraciji CDNB in GSH v 
reakcijskem volumnu sta bili 1 mM. V reakcijski mešanici slepih vzorcev smo 
supernatante nadomestili z dodatkom 50 µL KPP (100 mM, pH 6,5). Encimsko 
aktivnost GST vzorca smo doloĉili spektrofotometriĉno z UV-VIS ĉitalcem 
mikrotitrskih plošĉ (Biotek, Vermont, ZDA) z merjenjem spremembe absorbance v 
reakcijski mešanici. Meritve so potekale 15 min pri valovni dolţini 340 nm in 










. Vse vzorce smo pomerili v treh ponovitvah.  
 
3.6.2.4 Analiza vsebnosti proteinov 
 
Vsebnost proteinov v supernatantih smo doloĉili z uporabo komercialnega BCA 
proteinskega testa skladno z navodili proizvajalca (Pierce, Rockford, Ilinois, ZDA), ki 
ga je razvil Smith in sod. (1985). V prvem koraku reakcije poteĉe kelacija bakrovih 
ionov s peptidi s tremi ali veĉ aminokislinskimi ostanki/polipeptidi/proteini v alkalnem 
okolju, pri ĉemer se Cu
2+
 ioni reducirajo do Cu
1+
 ionov (5). Ta reakcija je znana tudi kot 
biuretska reakcija. Nato v drugem koraku reakcije bikinkonska kislina (ang. 
bicinchoninic acid, BCA) tvori vijoliĉno obarvane komplekse z Cu
1+
 ioni (6). Reakcija 
med BCA in Cu
1+
 ioni je visoko obĉutljiva in selektivna. 
 
Reakcijsko mešanico smo pripravili iz 20 µL supernatanta in 200 µL zmesi reagentov A 
in B (50 : 1, v/v). Zaradi omejenega volumna vzorcev hemolimfe je bila reakcijska 
mešanica drugaĉna, in sicer 10 µL supernatanta in 100 µL zmesi reagentov A in B (50 : 
1, v/v). V reakcijski mešanici slepih vzorcev smo supernatante nadomestili z dodatkom 
20 µL KPP (50 mM, pH 7,0) brez ali z dodatkom 0,5 % detergenta Triton X-100. 
Proteinski standard BSA smo pripravili na enak naĉin kot vzorce in smo ga uporabili za 
pripravo umeritvene krivulje. Mikrotitrske plošĉe z reakcijskimi mešanicami smo 
inkubirali 30 min v temi pri 37 °C in pomerili absorbanco pri valovni dolţini 562 nm z 
UV-VIS ĉitalcem mikrotitrskih plošĉ (Biotek, Vermont, ZDA). Vse vzorce smo 
pomerili v treh ponovitvah.  
 
Koncentracijo proteinov v vzorcih ĉebel in enakonoţcev smo podali kot mg proteinov 
na mg sveţega tkiva, v vzorcih haemolimfe pa kot mg proteinov na µL hemolimfe (v 
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3.6.3 Detekcija aktivnosti AChE z metodo poliakrilamidne gelske elektroforeze v 
nedenaturajočih pogojih  
 
Identifikacijo vodotopne in membranske AChE v gelu so predhodno uporabili Badiou in 
sod. (2008) in Kim in sod. (2012). Aktivnost AChE v vzorcih neizpostavljenih ĉebel 
(glavi, trupu in hemolimfi) in enakonoţcev smo doloĉili z uporabo nativne 
poliakrilamidne gelske elektroforeze v nedenaturajoĉih pogojih (PAGE) in specifiĉnega 
barvanja po Karnovsky in Roots (1964). Vzorce smo najprej inkubirali 10 min pri 
sobnih pogojih v pufru (pH 6,8; 0,125 M Tris-HCl, 20 % glicerol, 0,5 % detergent 
Triton X-100, bromfenol modro). Po inkubaciji smo vzorce nanesli na 8 % 
poliakrilamidni gel z 0,5 % detergentom Triton X-100. Elektroforeza je potekala v 
Tris/glicin pufru (pH 8,3) z 0,5 % detergentom Triton X-100 pri konstantni elektriĉni 
napetosti 120 V in konstantnem hlajenju na ledni kopeli in je trajala 70 min. Po konĉani 
elektroforezi smo gel 5 min spirali v MQ, nato pa smo doloĉili aktivnost AChE. V ta 
namen smo gel 117 h inkubirali v pufru za razvijanje (pH 6, 0,1 M acetatni pufer s 5,5 
mM trinatrijevim citratom, 3,3 mM CuSO4, 0,5 mM K3Fe(CN)6 in 1 mM ATCh-Cl) pri 
sobni temperaturi. Po konĉani inkubaciji smo gel fotografirali z uporabo optiĉnega 
ĉitalca. 
 
3.6.4 Analiza podatkov biokemijskih testov 
 
Rezultati encimskih aktivnosti so bili izraţeni kot specifiĉne aktivnosti, pridobljene z 
normalizacijo aktivnosti encimov na koliĉino proteinov. Encimske aktivnosti smo 
spremljali kot spremembe v absorbancah reakcijske zmesi, ki smo jih korigirali z 
izmerjenimi absorbancami slepih vzorcev. Povpreĉne izmerjene spremembe absorbanc 
slepih vzorcev smo odšteli od meritev absorbanc vzorcev. Iz podatkov o znanih 
koncentracijah serije raztopin proteinskega standard BSA in vrednosti izmerjenih 
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absorbanc smo izrisali umeritveno krivuljo in izraĉunali enaĉbo umeritvene krivulje. 
Koncentracije proteinov v supernatantu posameznega vzorca smo nato doloĉili z 
uporabo enaĉbe umeritvene krivulje. Kot pri encimskih testih smo tudi pri doloĉanju 
koncentracije proteinov v vzorcih njihove izmerjene absorbance korigirali z izmerjenimi 
absorbancami slepih vzorcev. Razlike v vsebnosti proteinov in aktivnosti izbranih 
encimov smo preizkusili z uporabo neparametriĉnega Mann-Whitney U testa, pri ĉemer 
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4.1 LASTNOSTI NANOMATERIALOV V TESTNIH MEDIJIH  
 
4.1.1 Morfologija in kemijska sestava nanomaterialov 
 
Rentgenski difrakcijski (EDX) vzorci so potrdili kemijsko sestavo vseh testiranih NM 
nAg, nCeO2 (NanoMILE), nCeO2 (Sigma Aldrich) in nTiO2 (Sigma Aldrich) (Priloga 
D). Vsi testirani NM so imeli kristaliniĉno strukturo (Preglednica 1, Slika 11).  
 
 
Slika 11: Mikrografije nanodelcev vodne disperzije nAg (A), praškastega materiala TiO2 (RD3) (B), 
vodne disperzije nCeO2 (NanoMILE) (C) in praškastega materiala nCeO2 (Sigma Aldrich) (D). 
Morfologijo uporabljenih materialov smo analizirali z uporabo vrstiĉne elektronske mikroskopije s 
poljsko emisijo in energijske disperzijske rentgenske spektroskopije pri 15 kV (A, FEI Nova NanoLab 
600; B in C, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., 
VB; in D, FE-SEM: Jeol JSM-6500F, EDX: EDS/WDS Oxford Instruments INCA, Ltd., VB).  
Figure 11: Micrographs of nAg aqueous dispersion (A), TiO2 powder (RD3) (B), nCeO2 (NanoMILE) 
aqueous dispersion (C), and nCeO2 (Sigma Aldrich) nanopowder (D). The morphology and chemical 
composition of materials were investigated with field emission scanning electron microscope and energy 
dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (A, FEI Nova NanoLab 600; B and C, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, 
EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., GB; and D, FE-SEM: Jeol JSM-6500F, 
EDX: EDS/WDS Oxford Instruments INCA, Ltd., GB). 
 
Analiza morfologije vodne disperzije nAg je pokazala, da so bili primarni delci 
veĉstranski, polimorfni in zelo polidisperzni tako po obliki kot po velikosti (Slika 11A). 
Pri rentgenski fotoelektronski spektroskopski (XPS) analizi nAg ni prišlo do sipanja, kar je 
nakazovalo, da je bila na površini delcev velika koliĉina organske snovi, ki jo lahko 
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pripišemo stabilizatorju PVP.  
 
V praškastem materialu TiO2 (RD3) je prevladovala rutilna oblika TiO2 (93 %, w/w) z 
aluminij-cirkonijevo površinsko prevleko (Al2O3–ZrO2, 7 %, w/w). Primarni delci TiO2 
(RD3) so bili polimorfni, zaobljenih oblik in polidisperzni po obliki in velikosti (Slika 
11B). Iz mikrografij nCeO2 (NanoMILE) in nCeO2 (Sigma Aldrich) je razvidno, da so v 
vodni disperziji in suhem praškastem material, resp., prevladovali kroglasti delci, ki so 
tvorili veĉje agregate (Slika 11C, D). Podrobne rezultate SEM-EDX analize smo 
predstavili v Prilogi D.   
 
4.1.2 Fizikalno-kemijske lastnosti disperzij nanomaterialov v poskusih s čebelami  
 
4.1.2.1 Fizikalno-kemijske lastnosti disperzije nAg v poskusih s ĉebelami 
 
Vrednost pH v 1,5 M kontrolni raztopini saharoze je bila 6,62±0,06. Izmerjene 
vrednosti pH v disperzijah nAg in raztopinah AgNO3 so bile niţje od kontrolne 
raztopine saharoze in so se niţale vzporedno z narašĉanjem nominalnih koncentracij 
testnih snovi, pri ĉemer so bile vrednosti pH v disperzijah nAg s koncentracijo 50-500 
mgL
-1
 statistiĉno razliĉne od kontrolne raztopine saharoze. Ti rezultati kaţejo, da je med 
testnimi snovmi (ioni ali delci) in saharozo prišlo do interakcij, pri ĉemer so se 
oblikovali kompleksi in/ali so molekule saharoze adsorbirale na delce, kar je vodilo do 
deprotonacije in poslediĉno niţjega pH.  
 
Izmerjene celokupne elementarne koncentracije Ag v disperzijah nAg in raztopinah 
AgNO3, ki so bile pripravljene v 1,5 M saharozi, so od nominalnih koncentracij 
odstopale za manj kot 20 % in so v Preglednici 5 podane kot Izkoristek (%). V 
nadaljevanju besedila se zato sklicujemo na nominalne koncentracije testnih kemikalij, 
kar je v skladu z nekaterimi smernicami OECD Testa 202 (OECD, 2004).  
 
Za analizo prisotnosti Ag
+
-ionskih zvrsti v zaloţnih disperzijah nAg, smo v 
razklopljenih supernatantih izmerili elementarno koncentracijo Ag. Deleţi Ag
+
-ionskih 
zvrsti v disperzijah nAg so bili med 41,30 % in 61,36 % (povpreĉni deleţ 50,90±2,47 
%) glede na celokupno izmerjeno koncentracijo Ag (Preglednica 5). Vzporedni test z 
monoelementnim standardom Ag v 1,5 M saharozi je pokazal, da sta bila postopka 
ultracentrifugacije in razklopa uspešna ter da ni prišlo do adsorbcije Ag na stene testnih 
posod (Priloga E).  
 
Izmerjene vrednosti indeksa polidisperznosti (PDI) v disperzijah nAg so bile med 0,184 
in 1,356, kar kaţe na to, da so bili delci zmerno polidisperzni. Hidrodinamska velikost 
delcev (z average) v disperzijah nAg je bila med 185 nm in 718 nm. Izmerjene vrednosti 
PDI, HR (z-average) niso kazale koncentracijske odvisnosti. 
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Preglednica 5: Karakterizacija disperzij nAg in raztopin AgNO3 v 1,5 M raztopini saharoze, ki smo jih uporabili v poskusih s ĉebelami. Preglednica zdruţuje 
izmerjene koncentracije (c) Ag razklopljenih vzorcev AgNO3 in razklopljenih vzorcev nAg pred in po ultracentrifugaciji (UC), izraĉunan izkoristek (%), deleţ Ag
+
-
ionskih zvrsti (%), hidrodinamsko velikost (nm), indeks polidisperznosti (PDI) in pH. Hidrodinamska velikost (v nm) je podana kot z-average velikost, z-average 
povpreĉna velikost in velikost, doloĉena z algoritmom Pade Laplace (PLA, primeren za zelo polidisperzne vzorce). Rezultati so podani kot povpreĉje treh 
neodvisnih meritev ± standardna deviacija (SD). 
Table 5: Characterisation of the nAg dispersions and AgNO3 in 1.5 M sucrose solution that were used in experiments with honey bees. The table shows the 
measured total Ag concentrations (c) in acid-digested samples of AgNO3 and acid-digested samples of nAg before and after ultracentrifugation (UC), calculated 
recovery (%), share of Ag
+
-ion species (%), hydrodynamic size (nm), polydispersity index (PDI), and pH. Hydrodynamic size (in nm) is given as the z-average 
size, z-average mean size, and size determined using the Pade Laplace algorithm for highly polydisperse samples (PLA). Results are given as mean of three 
independent measurements ± standard deviation (SD). 
 



























velikost ±SD (nm) 
PDI pH 
nAg           
0 PMD / / / / / / / 6,57±0,01 
2 1,92±0,06 95,77±3,02 0,95±0,084 49,67±2,96 624 718 994±418 0,707 6,24±0,02 
10  9,40±0,16 94,02±1,62 5,16±0,104 54,89±1,67 624 693 887±322 0,526 5,49±0,02 
50 44,90±3,12 89,79±6,23 27,57±2,48 61,36±1,65 243 185 332±193 1,356 4,34±0,03 
250   230,14±12,45 92,06±4,98 108,47±5,57 47,17±2,25 428 438 480±103 0,184 3,46±0,03 
500 465,83±10,81 93,17±2,16 192,67±22,36 41,30±3,80 412 467 554±166 0,359 3,10±0,02 
Ag iz AgNO3         
0 PMD / / / / / / / 6,66±0,03 
2 1,70±0,06* 85,10±2,97 / / / / / / 6,52±0,02 
10  9,37±0,49* 93,73±4,89 / / / / / / 6,35±0,03 
50 48,61±1,22* 97,22±2,44 / / / / / / 6,09±0,01 
250   247,87±2,84* 99,15±1,13 / / / / / / 5,57±0,23 
500 490,28±3,34* 98,06±0,67 / / / / / / 5,87±0,02 
PMD - pod mejo detekcije         
* - Rezultati izmerjenih koncentracij Ag so podani na vsebnost Ag in niso preraĉunani na AgNO3. 
.   
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4.1.2.2 Fizikalno-kemijske lastnosti nCeO2 v poskusih s ĉebelami 
 
Vrednost pH v 1,5 M kontrolni raztopini saharoze je bila 5,68±0,11. Izmerjene 
vrednosti pH v disperzijah nCeO2 so bile niţje od kontrolne raztopine saharoze in so se 
niţale vzporedno z narašĉanjem nominalnih koncentracij, a statistiĉnih razlik nismo 
dokazali.  
 
Izmerjene celokupne elementarne koncentracije Ce disperzijah nCeO2, ki so bile 
pripravljene v 1,5 M saharozi, so od nominalnih koncentracij Ce odstopale za manj kot 
20 % in so v Preglednici 6 podane kot Izkoristek (%). V nadaljevanju besedila se zato 
sklicujemo na nominalne koncentracije nCeO2, kar je v skladu s priporoĉili Testa 202 
(OECD, 2004).  
 
Za analizo prisotnosti Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti v zaloţnih disperzijah nCeO2 smo v 
razklopljenih supernatantih izmerili elementarno koncentracijo Ce. Deleţi Ce
3+/4+
-
ionskih zvrsti v disperzijah nCeO2 so bili zelo majhni med 0,086 % in 0,82 % glede na 
celokupno izmerjeno koncentracijo Ce (8,59-357,63 mgL
-1
) (Preglednica 6). Najvišji 
deleţ Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti smo izmerili v supernatantu tretmaja 2 mg nCeO2 L
-1
, ki je 
bil 7,52 % (to je ekstremna vrednost glede druge vrednosti). Kljub temu pa je bila 
izmerjena koncentracija še vedno zelo nizka 0,13 mgL
-1
. Povpreĉni deleţ Ce
3+/4+
-
ionskih zvrsti je bil 0,086±0,86 % (brez ekstrema). Vzporedni test z monoelementnim 
standardom Ce v 1,5 M saharozi je pokazal, da sta bila postopka ultracentrifugacije in 
razklopa uspešna ter da ni prišlo do adsorbcije Ce na stene testnih posod (Priloga E).  
 
Izmerjene vrednosti PDI v disperzijah nCeO2 so bile med 0,584 in 1,973, kar kaţe na to, 
da so bile disperzije zmerno do zelo polidisperzne, a niso kazale koncentracijske 
odvisnosti. Hidrodinamska velikost (doloĉena s Pade Laplace algoritmom za 
polidisperzne vzorce) delcev v disperzijah nCeO2 je kazala koncentracijsko-odvisni 
trend, saj je narašĉala vzporedno z narašĉanjem nominalnih koncentracij nCeO2 
(Preglednica 6). Najmanjši hidrodinamski premer je bil izmerjen pri koncentraciji 2 
mgL
-1 
(751 nm), najveĉji pa pri koncentraciji 250 mgL
-1 
(1138 nm), pri kateri je bilo 
oĉitno razmerje med medijem in koncentracijo delcev nCeO2 optimalno. Rezultati 
meritev pH in hidrodinamskih velikosti kaţejo na to, da je med delci in saharozo prišlo 
do interakcij, pri ĉemer so se oblikovali kompleksi in/ali so molekule saharoze 
adsorbirale na delce, kar je vodilo do deprotonacije in poslediĉno niţjega pH ter 
postopnega narašĉanja hidrodinamskih premerov. 
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Preglednica 6: Karakterizacija disperzij nCeO2 (NanoMILE) v 1,5 M raztopini saharoze, ki smo ga uporabili v poskusih s ĉebelami (povzeto po Kos in sod., 2017). 
Preglednica zdruţuje izmerjene koncentracije (c) Ce v razklopljenih vzorcih pred in po ultracentrifugaciji (UC), izraĉunan izkoristek (%) in deleţ Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti 
(%), hidrodinamsko velikost (nm) indeks polidisperznosti (PDI) in pH. Hidrodinamska velikost (v nm) je podana kot z-average velikost, z-average povpreĉna velikost 
in velikost, doloĉena z algoritmom Pade Laplace (PLA, primeren za zelo polidisperzne vzorce).  
Table 6: Characterisation of the nCeO2 (NanoMILE)  dispersions  in 1.5 M sucrose solution that were used in experiments with honey bees (adapted from Kos et al., 
2017). The table shows the measured total Ce concentrations (c) in acid-digested samples of nCeO2 before and after ultracentrifugation (UC), calculated recovery (%), 
share of Ce
3+/4+
-ion species (%), hydrodynamic size (nm), polydispersity index (PDI), and pH. Hydrodynamic size (in nm) is given as the z-average size, z-average 
mean size, and size determined using the Pade Laplace algorithm for highly polydisperse samples (PLA).  
 


































nCeO2 disperzije pred UC         
0 0 0 0,0009 / / / / / / 5,57 
2 2,13* 1,63 1,73 106,1 / 751 1078 1756±923 1,106 5,35 
10  10,55* 8,14 8,59 105,5 / 903 1023 1343±513 0,584 5,29 
50 53,03* 40,70 43,17 107,5 / 991 1214 1935±992 1,051 5,38 
250   227,93* 203,52 185,6 91,17 / 1138 1531 3212±2256 1,973 5,12 
500 439,30* 407,04 357,6 87,86 / 946 1104 1519±632 0,692 4,98 
Po UC           
0 / 0 0,0019 / 0  / / / 5,79 
2 / 1,63 0,13 / 7,52  / / / 7,58 
10  / 8,14 0,07 / 0,82  / / / 7,48 
50 / 40,70 0,28 / 0,65  / / / 7,24 
250   / 203,52 0,16 / 0,086  / / / 6,86 
500 / 407,04 1,24 / 0,35  / / / 4,83 
* - Rezultati izmerjenih koncentracij Ce so preraĉunani in podani na CeO2.
 
Kos M. Nevrotoksiĉnost izbranih nanomaterialov za modelne nevretenĉarje.  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018      
82 
 
4.1.3 Fizikalno-kemijske lastnosti nanomaterialov v poskusih z enakonoţci  
 
Izmerjene celokupne elementarne koncentracije Ag in Ce v vodnih disperzijah nAg in 
nCeO2, resp., so od nominalnih koncentracij odstopale za manj kot 7 % in so v 
Preglednici 7 podane kot Izkoristek (%). V nadaljevanju besedila se zato sklicujemo na 
nominalne koncentracije testnih kemikalij, kar je v skladu s priporoĉili Testa 202 
(OECD, 2004).  
 
Za analizo prisotnosti ionskih zvrsti v zaloţnih disperzijah nAg in nCeO2 s 
koncentracijo 2 gL
-1
, smo v razklopljenih supernatantih izmerili elementarno 
koncentracijo Ag in Ce, resp. Povpreĉni deleţ Ag
+
-ionskih zvrsti v disperziji nAg je bil 
kar 47,63±1,90 % glede na celokupno izmerjeno koncentracijo Ag (1,900±0,008 gL
-1
) 
(Preglednica 7). Povpreĉni deleţ Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti v disperziji nCeO2 je bil mnogo 
niţji 0,33±0,10 % glede na celokupno izmerjeno koncentracijo Ce, ki smo jo 
preraĉunali na CeO2 (1,902±0,031 gL
-1
) (Preglednica 7). 
 
Hidrodinamska velikost, podana kot z-average velikost (nm) delcev v zaloţnih 
disperzijah nAg in nCeO2 (2 gL
-1
) so bile 120,27±3,77 nm in 203,57±4,03 nm, resp. 
(Preglednica 7). Vrednosti PDI v zaloţnih disperzijah nAg in nCeO2 (2 gL
-1
) so bile 
0,231±0,017 in 0,283±0,013 nm, resp., kar nakazuje, da sta bili obe disperziji zmerno 
polidisperzni (Preglednica 7). Izmerjene hidrodinamske velikosti nAg v MQ in deleţi 
Ag
+
-ionskih zvrsti so v skladu s podatki v Jemec in sod. (2016c) in Romih in sod. 
(2016). 
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Preglednica 7: Karakterizacija disperzij nAg in nCeO2 (Sigma Aldrich) v MQ, ki smo jih uporabili v poskusih z enakonoţci. Preglednica zdruţuje izmerjene 
koncentracije (c) Ag/Ce v razklopljenih vzorcih pred in po ultracentrifugaciji (UC), izraĉunan izkoristek (%), deleţ ionskih zvrsti (%), hidrodinamsko velikost (nm) in 
indeks polidisperznosti (PDI). Hidrodinamska velikost (v nm) je podana le kot z-average velikost, doloĉena z algoritmom Cumulants, ki je primeren za monodisperzne 
do zmerno polidisperzne vzorce. Rezultati so podani kot povpreĉje treh neodvisnih meritev ± standardna deviacija (SD).  
Table 7: Characterisation of the nAg and nCeO2 (NanoMILE) dispersions  in MQ that were used in experiments with isopods. The table shows the measured total 
Ag/Ce concentrations (c) in acid-digested samples before and after ultracentrifugation (UC), calculated recovery (%), share of ion species (%), hydrodynamic size (nm) 
and polydispersity index (PDI). Hydrodynamic size (in nm) is given as the z-average size determined using the Cumulants algorithm for monodisperse to moderately 
polydisperse samples. Results are given as mean of three independent measurements ± standard deviation (SD).  
 
























nAg       
0 PMD / / / / / 
0,1 0,0933±0,002 93,32±1,61 / / / / 
0,5 0,474±0,002 94,81±0,39 / / / / 
1 0,940±0,008 94,00±0,76 / / / / 
2 1,900±0,008 95,02±0,41 0,905±0,040 47,63±1,90 120,27±3,77 0,231±0,017 
nCeO2       
0 0 / / / / / 
0,1 0,105±0,002* 105,25±1,69* / / / / 
0,5  0,499±0,003* 99,87±0,49* / / / / 
1 0,967±0,010* 96,67±0,98* / / / / 
2   1,902±0,031* 94,39±2,05* 0,0062±0,0019 0,33±0,10 203,57±4,03 0,283±0,013 
PMD – pod mejo detekcije (1,5 µgL
-1
)  
* - Rezultati izmerjenih koncentracij Ce so preraĉunani in podani na CeO2. 
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Za dodatno karakterizacijo prsti Lufa 2.2 smo izmerili dva fizikalno-kemijska 
parametra, ki smo ju predstavili v Preglednici 8. Prst Lufa 2.2 je bila karakterizirana kot 
pešĉena ilovica, zato je bil tudi pH kontrolne prsti kisel, vrednosti pa so bile v obmoĉju 
med 5,29±0,05 in 6,06±0,08. Vrednosti pH prsti, ki smo jo onesnaţili z razliĉnimi 
koncentracijami disperzij nAg ali nCeO2, so bile koncentracijsko odvisne in so padale z 
narašĉajoĉo koncentracijo. Rutilni in anatazni (n)TiO2 (RD3 in Sigma Aldrich, resp.) 
niso izmeli vpliva na pH prsti. Povpreĉna elektriĉna prevodnost (EC) kontrolne prsti je 
bila 18,85±2,19 mS m
-1
. Vrednosti EC prsti, ki je bila tretirana z nAg, so bile 
koncentracijsko odvisne, saj so narašĉale s koncentracijo, in so bile pri koncentracijah 
0,5‒2 g kg
-1
 statistiĉno razliĉne od kontrolne prsti (Student t test, p < 0,05). Vrednosti 
EC prsti tretmajev z nCeO2 so bile statistiĉno razliĉne od kontrolne prsti, a 
koncentracijske odvisnosti ni bilo opaziti.  
 
Preglednica 8: Zdruţeni rezultati dodatne karakterizacije prsti Lufa 2.2, ki smo jo onesnaţili z razliĉnimi 
koncentracijami disperzij nAg, nCeO2 (Sigma Aldrich) in (n)TiO2 (RD3 in Sigma Aldrich), in uporabili v 
poskusih izbire prsti z enakonoţci. Preglednica zdruţuje nominalne koncentracije, izmerjene vrednosti pH 
in elektriĉne prevodnosti (EC). Rezultati so podani kot povpreĉje treh neodvisnih meritev ± standardna 
deviacija (SD).  
Table 8: Results of the characterisation of the Lufa 2.2 soil treated with nAg, nCeO2 (Sigma Aldrich), or 
(n)TiO2 (RD3 or Sigma Aldrich) at the beginning of the 48 h soil selection tests. Table comprises nominal 
concentrations, measured pH, and electrical conductivity (EC). Results are given as mean of three 





 suhe prsti) 
pH ±SD 




nAg   
0 5,54±0,10 17,14±1,34 
0,1 5,34±0,02 19,29±1,83 
0,5 5,21±0,01* 21,92±1,41* 
1 5,11±0,028* 34,22±3,08** 
2 4,86±0,08** 52,17±2,99*** 
nCeO2   
0 6,06±0,08 20,57±1,17 
0,1 5,88±0,02* 15,57±0,79** 
0,5 5,78±0,03* 14,20±0,96** 
1 5,70±0,03** 13,06±2,07* 
2 5,64±0,01* 16,21±1,52* 
(n)TiO2    
0 5,29±0,05 / 
1 (RD3) 5,26±0,01 / 
1 (Sigma Aldrich) 5,25±0,02 / 
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4.1.4 Biološka karakterizacija testnih nanomaterialov  
 
Akutni testi z navpliji A. franciscana so bili veljavni, saj je bila smrtnost, ki smo jo 
podali kot deleţ negibnih navplijev, v kontroli manjša kot 10 %, kar je v skladu s 
priporoĉili standarda (ISO TS 20787, 2017) (Slika 12, Preglednica 9). Smrtnost v 
pozitivni kontroli z referenĉno kemikalijo K2Cr2O7 (60 mgL
-1
) je bila 100 %, kar je v 
skladu z literaturo za A. franciscana (pregled v Kos in sod., 2016). Smrtnost navplijev 
po 48 h izpostavitve nAg je bila koncentracijsko odvisna v obeh pogojih osvetlitve. 
Rezultati testov kaţejo, da je osvetlitev pomembno vplivala na strupenost nAg za 
navplije (Slika 12). Namreĉ strupenost nAg v poskusu pri konstantni svetlobi je bila 
znaĉilno niţja (EC50 48 h 77,5 mgL
-1
 [95 % interval zaupanja: 37,8‒282,3 mgL
-1
]) v 
primerjavi s poskusom pri konstantni temi (EC50 48 h 19,0 mgL
-1
 [95 % interval 
zaupanja: 15,6‒22,5 mgL
-1
]) (Slika 12).  
 
 
Slika 12: Deleţ negibnih navplijev Artemia franciscana po 48 h izpostavitve razliĉnim koncentracijam 
nAg in referenĉni kemikaliji K2Cr2O7 s koncentracijo 60 mgL
-1
 (RK) v pogojih konstantne teme (sivi 
stolpci) ali konstantne svetlobe (beli stolpci) (povzeto po Kos in sod., 2016). Posamezni stolpec 
predstavlja povpreĉni deleţ negibnih navplijev ± SD (%), vrednost nad stolpcem pa je mediana (%). 
Statistiĉne razlike med poskusom v temi in na svetlobi smo oznaĉili z zvezdicami (Mann-Whitney U test, 
p < 0,001 (***)). V obeh poskusih smo dokazali statistiĉno znaĉilne razlike pri koncentracijah 10-100 
mgL
-1
 v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitneyev test, p < 0,05 (*)), a oznak nismo dodali zaradi 
preglednosti grafa. Za posamezno koncentracijo smo naredili 10 ponovitev, v vsaki ponovitvi je bilo 10 
navplijev, torej smo v posameznem tretmaju izpostavili 100 navplijev. Koncentracije so nominalne.  
Figure 12: Immobility of Artemia franciscana nauplii after 48 h exposure to nAg and reference chemical 
(RK, K2Cr2O7, 60 mgL
-1
) in conditions of constant dark (grey bars) or constant light (white bars) (adapted 
from Kos et al., 2016). The data are presented as the share (%) of immobile nauplii in comparison to total 
exposed. Each data point represents mean ± SE, median values are written above bars. Significant 
differences between the control and between both illumination conditions are shown as asterisks (Mann-
Whitney test p < 0.001 (***)). Ten replicates were done for each concentration with ten nauplii per 
replicate. Concentrations are nominal. 
 
V Preglednici 9 smo zdruţili rezultate akutnih strupenostnih testov z navpliji, ki smo jih 
izpostavili nCeO2 (NanoMILE), nCeO2 (Sigma Aldrich), TiO2 (RD3) in nTiO2 (Sigma 
Aldrich), le v pogojih konstantne teme. V naših poskusnih pogojih so bili izbrani testni 
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NM subtoksiĉni za navplije A. franciscana saj niso imeli statistiĉno pomembnega vpliva 
na smrtnost oz. negibnost navplijev v primerjavi s kontrolo. Najvišja deleţa negibnih 
navplijev smo opazili pri izpostavitvi 1 in 10 mgL
-1
 nCeO2 (Sigma Aldrich), ki sta se 
statistiĉno razlikovala od kontrole (Mann-Whitney U test, p<0,05).  
 
Preglednica 9: Zdruţeni rezultati 48 h strupenostnih testov z navpliji Artemia franciscana. Navpliji so bili 
izpostaviljeni razliĉnim NM, nCeO2 (NanoMILE), nCeO2 (Sigma Aldrich), nTiO2 (Sigma Aldrich), in 
pigmentu TiO2 (RD3) v pogojih konstantne teme. Za pozitivno kontrolo smo uporabili referenĉno 
kemikalijo K2Cr2O7 s koncentracijo 60 mgL
-1
 (RK). Rezultate smo predstavili kot povpreĉni deleţ 
negibnih navplijev ± SD (%), vrednost v oklepaju pa je mediana (%). Za posamezno koncentracijo smo 
naredili 10 ponovitev, v vsaki ponovitvi je bilo 10 navplijev, torej smo v posameznem tretmaju izpostavili 
100 navplijev.  
Table 9: Immobility of Artemia franciscana nauplii after 48 h exposure to different NMs, nCeO2 
(NanoMILE), nCeO2 (Sigma Aldrich), nTiO2 (Sigma Aldrich), and pigment TiO2 (RD3) in conditions of 
constant dark. Reference chemical (RK) K2Cr2O7 (60 mgL
-1
) was used as positive control. The data are 
presented as the share (%) of immobile nauplii in comparison to total exposed. Each data point represents 
mean ± SD, median values are written in parentheses. Ten replicates were done for each concentration 































































































Mann-Whitney U test, p < 0,05 (*), p < 0,001 (***) 
 
Iz Slike 13 lahko opazimo, da so navpliji, ki so filtratorski organizmi, tekom testa 
zauţili NM, kar vidimo iz temne (optiĉno goste) vsebine v prebavni cevi, medtem ko je 
bila prebavna cev navplija iz kontrole prazna, saj ţivali med testi nismo hranili.  
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Slika 13: Fotografije navplijev Artemia franciscana po 48 h izpostavitve v (A)  kontrolnem mediju, (B) 
nAg (50 mgL
-1
), (C) nCeO2 (NanoMILE) in (D) pigmentu TiO2 (RD3) (C in D oba 100 mgL
-1
).  
Figure 13: Photographs of Artemia franciscana nauplii after 48 h exposure in control medium (A) or 
different NMs, (B) nAg (50 mgL
-1





4.2 LASTNOSTI DIAZINONA V TESTNEM MEDIJU  
 
Karakterizacijo diazinona v 1,5 M raztopini saharozi smo naredili pri najvišji 
izpostavitveni koncentraciji 5 mgL
-1
. Vrednost pH sveţe raztopine diazinona v 1,5 M 
raztopini saharoze (5 mgL
-1
) je bila 5,157, vrednost pH 1,5 M raztopine saharoze pa 
5,209. V poskusnih pogojih, ki so bili podobni tistim v poskusu, smo spremljali 
spreminjanje koncentracije diazinona v ĉasu. Izmerili smo, da se je koncentracija 
prostega diazinona v raztopini saharoze postopoma zmanjševala in dosegla 40,6±4,0 % 
zaĉetne koncentracije po 4 h in se ustalila po 8 h pri povpreĉni vrednosti 28,7±3,1 % 
zaĉetne koncentracije, kjer je ostala stabilna do 24 h (Slika 14). Iz grafa logaritemske 
funkcije smo izraĉunali enaĉbo logaritemske funkcije (Origin Pro 8.5), ki je zapisana na 
Sliki 14. Z uporabo te enaĉbe smo izraĉunali celotno površino grafa (x = 24, y = 100, 
površina 2400) in od tod površino pod krivuljo (842,977). Ta površina je predstavljala 
zauţito dozo diazinona v 24 h v primeru stabilne raztopine diazinona. Deleţ zauţite 
doze je znašal le 35,12 %. Iz tega izhajamo, da so bile ĉebele v 24 h ĉebele na splošno 
izpostavljene le 35 % posamezne nominalne koncentracije diazinona. Glede na ta 
podatek smo za nominalne izpostavitvene koncentracije diazinona 0; 0,2; 0,5; 1; 2,5 in 5 
mgL
-1 
izraĉunali izmerjene koncentracije diazinona, ki so bile 0,075; 0,175; 0,35; 0,875; 
1,75 mgL
-1
, resp. Ker so izmerjene koncentracije diazinona v 1,5 M saharozi od 
nominalnih koncentracij odstopale za veĉ kot 20 %, se zato v nadaljevanju besedila 
sklicujemo na izmerjene koncentracije diazinona, kar je v skladu s priporoĉili Testa 202 
(OECD, 2004).  
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Slika 14: Sprememba koncentracije prostega diazinona v 1,5 M raztopini saharoze v ĉasu (h) (%). Podatki 
so narisani kot ĉrni krogi (), povezani z logaritemsko trendno ĉrto, in predstavljajo povpreĉje treh 
neodvisnih meritev. Standard diazinon PESTANAL
®
 smo pripravili v 1,5 M raztopini saharoze s 
koncentracijo 5 mgL
-1
 in ga inkubirali v testnih brizgah pri podobnih pogojih kot v kroniĉnem 
prehranjevalnem testu s ĉebelami. Vzorce smo vzorĉili v 4 h ĉasovnem intervalu tekom 24 h in jih 
analizirali z metodo HPLC pri 245 nm (povzeto po Trebše in sod., 2015). 
Figure 14: Change of the diazinone concentration in a 1.5 M sucrose solution over time (h) (%). The data 
are drawn as black circles () connected with the logarithmic trend line and represent the average of the 
three independent measurements. The standard diazinone PESTANAL® was prepared in a 1.5 M sucrose 
solution at a concentration of 5 mgL
-1
 and incubated in test syringes under similar conditions as in chronic 
feeding test with honey bees. Samples were sampled in4 hour time intervals for 24 h and analyzed at 245 
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4.3 TESTI NA MEDONOSNI ĈEBELI 
 
4.3.1 Karakterizacija aktivnosti AChE v čebelah 
 
4.3.1.1 Karakterizacija aktivnosti AChE v vzorcih hemolimfe 
 
4.3.1.1.1 Preliminarni rezultati analize aktivnosti AChE v hemolimfi ĉebel 
 
Preliminarni rezultati so pokazali, da vrsta ekstrakcijskega medija ni imela vpliva na 
aktivnost AChE. Aktivnost AChE v necentrifugiranih vzorcih hemolimfe se ni 
spremenila po ekstrakciji v KPP (50 mM, pH 7,0) brez in z dodanim 0,5 % detergentom 
Triton X-100. Aktivnost AChE se ni razlikovala med necentrifugiranimi in 
centrifugiranimi vzorci hemolimfe, kar pomeni da je v hemolimfi ĉebel prisotna 
vodotopna oblika AChE in ne membransko-vezana oblika AChE, ki bi bila lahko 
prisotna v hemocitih.  
 
4.3.1.1.2 Aktivnosti acetilholinesteraze v hemolimfi po in vitro izpostavitvi diazinonu 
 
Aktivnost AChE v vzorcih hemolimfe po in vitro izpostavitvi razliĉnim koncentracijam 
diazinona (3, 30, 150, 300, 600, 1200, 1800, 3000 in 30 000 mgL
-1
) se je zmanjševala z 
narašĉajoĉo koncentracijo diazinona v testnem mediju. Srednja inhibitorna 




; 95 % interval zaupanja) 
(Slika 15).  
 
 
Slika 15: Aktivnost encima acetilholinesteraze (AChE) v hemolimfi ĉebel Apis mellifera carnica po in 
vitro izpostavitvi koncentracijski vrsti diazinona (povzeto po Glavan in sod., 2018). Aktivnost AChE smo 
izmerili v vodi-topni frakciji (VT). Oznake toĉkovnega grafikona predstavljajo individualne vrednosti (○) 
iz dveh neodvisnoh poskusov, ki so povezane z logaritemsko krivuljo. 
Figure 15: Activity of enzyme acetylcholinesterase (AChE) in haemolymph of honey bees Apis mellifera 
carnica after in vitro exposure to diazinon (adapted from Glavan et al., 2018). Activity of AChE was 
analysed in salt-soluble fraction (VT). The data from two independent experiments are drawn as circles 
(○) and connected with the logarithmic curve. 
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4.3.1.2 Detekcija oblik acetilholinesteraze 
 
Posnetek poliakrilamidnega gela po konĉani PAGE nam je pokazal, da imamo v VT 
frakciji vzorca glave in trupa ĉebele prisotni dve obliki AChE, vodotopno (Slika 16A) in 
membransko (Slika 16B). Tudi v DT frakciji glave sta bili prisotni vodotopna in 
membranska oblika AChE. V DT frakciji trupa je bila prisotna le membranska oblika 
AChE, medtem ko je bila vodotopna oblika popolnoma odsotna. V vzorcu hemolimfe 
smo doloĉili le vodotopno obliko AChE. Signal na gelu iz pasov z membransko AChE 
je bil izrazito moĉnejši v primerjavi z vodotopno AChE.  
 
Preliminarni rezultati PAGE so v vzorcih enakonoţcev potrdili prisotnost vodotopne in 
membranske oblike AChE. 
 
 
Slika 16: Posnetek poliakrilamidnega gela z obarvanimi vzorci acetilholinesteraze (AChE) po konĉani 
nativni poliakrilamidni gelski elektroforezi (PAGE) (povzeto po Glavan in sod., 2018). Z metodo PAGE 
smo izvedli detekcijo aktivnosti AChE v vodi-topnih (VT) in v detergentu-topnih (DT) tkivnih frakcijah 
iz vzorcev ĉebeljih glav, trupov in hemolimfe. Na obarvanem gelu razloĉimo vodotopno (A) in 
membransko (B) obliko AChE.  
Figure 16: AChE activity staining after native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) of salt-soluble 
(VT) and detergent soluble (DT) fractions of heads, thoraces, and haemolymph samples (only VT 
fraction) of control unexposed honey bees (adapted from Glavan et al., 2018). Soluble (A) and membrane 
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4.3.2 Kronični prehranjevalni test z diazinonom 
 
4.3.2.1 Smrtnost ĉebel  
 
Kroniĉni prehranjevalni test z diazinonom je bil veljaven, ker je bila smrtnost poletnih 
ĉebel v kontrolni skupini ob koncu 9-dnevne izpostavitve niţja od meje 15 %, kar je 
skladno s priporoĉili v OECD (2016) (Preglednica 10). Smrtnost je kazala 
koncentracijsko odvisni trend, saj je narašĉala z narašĉajoĉo koncentracijo diazinona v 
hrani, a je bila v tretmaju 0,875 mgL
-1
 še vedno niţja od meje 15 %. Najvišjo smrtnost 
smo tako opazili v tretmaju z najvišjo izmerjeno koncentracijo diazinona (1,75 mgL
-1
 
raztopine saharoze), v katerem je v 9 dneh izpostavitve poginilo 85 % ĉebel.  
 
Preglednica 10: Smrtnost poletnih ĉebel Apis mellifera carnica v 9-dnevnem kroniĉnem prehranjevalnem 
testu z diazinononom. V preglednico smo poleg smrtnosti vkljuĉili tudi nominalne in izmerjene 
koncentracije (c) tretmajev (mgL
-1
), število (N) ĉebel ob zaĉetku in število mrtvih ĉebel na tretma. 
Table 10: Mortality (in %) for summer honey bees Apis mellifera carnica in 9 days chronic feeding test 
with diazinone. The table comprises nominal and measured treatment concentrations (c, in mgL
-1
), 
number (N) of honey bees per treatment and number of dead honey bees per treatment.  
 














Prehranjevalni test s poletnimi ĉebelami 
0 0 20 1 5,00 
0,2 0,075 23 1 4,35 
0,5 0,175 21 0 0,00 
1 0,35 20 3 15,00 
2,5 0,875 22 3 13,64 
5 1,75 20 17 85,00 
 
4.3.2.2 Stopnja prehranjevanja ĉebel  
 
Stopnja prehranjevanja poletnih ĉebel v 9-dnevnem prehranjevalnem testu z diazinonom 
ni bila koncentracijsko odvisna (Slika 17A). Stopnja prehranjevanja v tretmaju z 
najniţjo (0,075 mgL
-1
) in najvišjo (1,75 mgL
-1
) izpostavitveno koncentracijo diazinona 
je bila višja za 7,1 % in kar 39,7 %, resp., v primerjavi s kontrolo. V tretmajih z 
vmesnimi izpostavitvenimi koncentracijami diazinona (0,175, 0,35 in 0,875 mgL
-1
) pa 
je bila stopnja prehranjevanja niţja za 20,6 %, 6,6 % in 10,8 %, resp., v primerjavi s 
kontrolo.  
 
Iz grafikona na Sliki 17B, ki prikazuje stopnjo prehranjevanja na dan tekom 9-dnevnega 
poskusa, vidimo vzorec prehranjevanja ĉebel v posameznem tretmaju. V tretmaju z 
najvišjo izpostavitveno koncentracijo diazinona (1,75 mgL
-1
) je bil vzorec 
prehranjevanja statistiĉno znaĉilno drugaĉen v primerjavi s kontrolo in ostalimi tretmaji 
z diazinonom (Mann-Whitney U test, p < 0,01) (Slika 17B). 
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Slika 17: Stopnja prehranjevanja poletnih ĉebel Apis mellifera carnica v kroniĉnem prehranjevalnem 
testu z diazinononom. Na Sliki 17A je prikazana stopnja prehranjevanja v 9 dneh kot povpreĉna skupna 
koliĉina zauţite hrane na ĉebelo (v g pojedene hrane na ĉebelo) (povzeto po Glavan in sod., 2018). Na 
Sliki 17B pa je prikazana stopnja prehranjevanja na dan kot povpreĉna skupna koliĉina zauţite hrane na 
ĉebelo za posamezni tretma v 9 dneh izpostavitve (v g pojedene hrane na ĉebelo). Oznake tretmajev na 
osi x (Slika 17A) in v legendi (Slika 17B) so izmerjene koncentracije diazinona.  
Figure 17: Feeding rate of summer honey bees Apis mellifera carnica in chronic feeding test with 
diazinone. Figure 17A shows feeding rate in 9 days as the average total amount of food consumed per bee 
(in grams of consumed food per bee) (adapted from Glavan et al., 2018). Figure 17B shows feeding rate 
per day as the average total amount of food intake per bee for each treatment during 9 days of exposure 
(in grams of consumed food per bee). The marks of the treatments on the x-axis (Fig. 17A) and in legend 
(Fig. 17B) are measured diazinone concentrations. 
 
4.3.2.3 Aktivnosti encimov v telesnih kompartmentih po izpostavitvi ĉebel diazinonu 
 
4.3.2.3.1 Aktivnost acetilholinesteraze 
 
Zaradi velikega števila vzorcev smo pri ĉebelah iz prehranjevalnega poskusa z 
diazinonom nadaljnjo analizo encimskih aktivnosti opravili le na vzorcih glav in trupov 
ĉebel, ki so bile izpostavljene tretmajem z najvišjimi izpostavitvenimi koncentracijami 
diazinona (t.j. 0,35; 0,875 in 1,75 mgL
-1
). Analizo aktivnosti AChE pa smo opravili na 
vzorcih hemolimfe ĉebel iz vseh tretmajev. 
 
Aktivnost encima AChE v VT frakciji v ĉebelah, ki so bile izpostavljene diazinonu v 
prehranjevalnem testu, je bila povišana v glavah ĉebel iz tretmaja 0,875 mgL
-1
 v 
primerjavi s kontrolno skupino (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 18A). 
Izpostavitev diazinonu pa ni imela znaĉilnega vpliva na aktivnost AChE v VT frakciji v 
trupih in vzorcih hemolimfe ĉebel glede na vzorce iz kontrolne skupine (Mann-Whitney 
U test, p < 0,05) (Slika 18B).  
 
Aktivnost encima AChE v DT frakciji je bila zmanjšana v glavah ĉebel iz tretmaja z 
najvišjo izpostavitveno koncentracijo diazinona 1,75 mgL
-1
 (Mann-Whitney U test, p < 
0,01) (Slika 18C) ter tudi v trupih ĉebel iz tretmajev 0,35 in 0,875 mgL
-1
 v primerjavi s 
kontrolno skupino (Mann-Whitney U test, p < 0,001) (Slika 18D).  
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Slika 18: Aktivnost encima acetilholinesteraze (AChE) v glavah (A, C), trupih (B, D) in hemolimfi (E) 
poletnih ĉebel Apis mellifera carnica iz kroniĉnega prehranjevalnega testa z diazinonom (povzeto po 
Glavan in sod., 2018). Aktivnosti encima AChE smo izmerili v vodi-topni (VT) (Slika 18A, B, E) in v 
detergentu-topni frakciji (DT) (Slika 18C, D). Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in 
minimum (roĉaj: 
┬ 
┴), povpreĉje (), osamelec (-); oznake toĉkovnega grafikona predstavljajo 
individualne vrednosti (), povpreĉje (), mediana (‒); število analiziranih vzorcev (n =); poveĉana (↑), 
zmanjšana (↓) aktivnost AChE; statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji so oznaĉene z zvezdico 
(Mann-Whitney U test: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)).  
Figure 18: Activity of acetylcholinesterase (AChE) in heads (A, C), thoraces (B, D), and haemolymph (E) 
of summer honey bees Apis mellifera carnica from chronic feeding test with diazinon (adapted from 
Glavan et al., 2018). Activities of AChE were analysed in salt-soluble (VT) (Fig. 18A, B, E) and 
detergent-soluble (DT) fractions (Fig. 18C, D). Symbols on the box plot represent maximum and 
minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), and outliers (-); symbols on the individual value plot represent 
individual values (), mean (), median (‒); number of analysed specimens in each test group (n =); 
increased (↑), decreased (↓) AChE activity; statistical differences between the control and the test groups 
with the Mann-Whitney U test: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***). 
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4.3.2.3.2 Aktivnosti glutation S-transferaze 
 
Aktivnost encima GST v ĉebelah, ki so bile izpostavljene diazinonu v prehranjevalnem 
testu, je bila znaĉilno povišana v glavah ĉebel iz tretmajev 0,875 in 1,75 mgL
-1
 v 
primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,001 in p < 0,05, resp.) (Slika 19A). 
Izpostavitev diazinonu ni imela znaĉilnega vpliva na aktivnost GST v trupih ĉebel glede 
na kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 19B). 
 
 
Slika 19: Aktivnost encima glutation S-transferaze (GST) v glavah (A) in trupih (B) poletnih ĉebel Apis 
mellifera carnica iz kroniĉnega prehranjevalnega testa z diazinonom. Oznake okvirja z roĉaji 
predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (); individualne vrednosti (); število 
analiziranih vzorcev (n =); poveĉana aktivnost GST (↑); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji so 
oznaĉene z zvezdico (Mann-Whitney U test: p<0,05 (*), p<0,001 (***)).  
Figure 19: Activity of glutathione S-transferase (GST) in heads (A) and thoraces (B) of summer honey 
bees Apis mellifera carnica from chronic feeding test with diazinon. Symbols on the box plot represent 
maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-), and individual values (); number 
of analysed specimens in each test group (n =); increased GST activity (↑); statistical differences between 
the control and the test groups with the Mann-Whitney U test: p < 0.05 (*), p < 0.001 (***). 
 
4.3.2.4 Normalizirana vsebnost proteinov 
 
Devetdnevna izpostavitev ĉebel hrani, onesnaţeni z diazinonom, je imela vpliv na 
normalizirano vsebnost proteinov, ki je bila povišana v glavah in trupih ĉebel iz tretmaja 
0,35 mgL
-1
 in trupih ĉebel iz tretmaja 0,875 mgL
-1
, v primerjavi s kontrolnim tretmajem 
(Mann-Whitney U test, p < 0,001 in p < 0,01, resp.) (Slika 20A, B). V hemolimfi 
izpostavljenih ĉebel ni bilo statistiĉno znaĉilnih razlik v normalizirani vsebnosti 
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Slika 20: Normalizirana vsebnost proteinov v glavah (A), trupih (B) in hemolimfi (C) poletnih ĉebel Apis 
mellifera carnica iz kroniĉnega prehranjevalnega testa z diazinonom (povzeto po Glavan in sod., 2018). 
Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (); oznake 
toĉkovnega grafikona predstavljajo individualne vrednosti (), povpreĉje (), mediana (‒); število 
analiziranih vzorcev (n =); poveĉana vsebnost proteinov (↑); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji 
so oznaĉene z zvezdico (Mann-Whitney U test: p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)). 
Figure 20: Normalised protein content in heads (A), thoraces (B), and haemolymph (C) of summer honey 
bees Apis mellifera carnica from chronic feeding test with diazinon. Symbols on the box plot represent 
maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-),symbols on the individual value plot 
represent individual values (), mean (), median (‒); number of analysed specimens in each test group 
(n =); increased protein content (↑); statistical differences between the control and the test groups with the 
Mann-Whitney U test: p < 0.01 (**), p < 0.001 (***). 
 
4.3.3 Prehranjevalni testi z nanomateriali 
 
4.3.3.1 Kroniĉni prehranjevalni test z nAg 
 
4.3.3.1.1 Adsorbcija nAg na telesno površino ĉebel  
 
Analiza površine glave in trupa ĉebel po 9-dnevni izpostavitvi hrani, onesnaţeni z nAg 
(500 mgL
-1
), ni pokazala adsorbcije delcev nAg na površino glave in trupa (Slika 21, 
D‒F in J‒L, resp.) v primerjavi s kontrolo (Slika 21, A‒C in G‒I, resp.). Sestavljena 
Slika 21 (A‒L) prikazuje izbrane mikrografije delov glave in trupa, podrobni rezultati 
SEM-EDX analize pa so vkljuĉeni v Prilogi F. 
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Slika 21: Mikrografije površine glav in trupov poletnih ĉebel Apis mellifera carnica po izpostavitvi 
kontrolni hrani (glava, A‒C, in trup, G‒I) in hrani onesnaţeni z nAg (500 mgL
-1
) (glava, D‒F, in trup, 
J‒L) v kroniĉnem prehranjevalnem testu, ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na 
poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-
6500F, EDX: EDS/WDS Oxford Instruments INCA, Ltd., VB). Vsebina izbranih mikrografij prikazuje: 
vzorca iz kontrole, A, površina glave; B, sestavljeno oko, niţja poveĉava; C, sestavljeno oko, višja 
poveĉava; G‒I, površina trupa; vzorca iz tretmaja nAg (500 mgL
-1
), D, površina glave; E in F, baza in 
sredina antene; J‒K, površina trupa. Podrobni rezultati SEM-EDX analize površine ĉebel so vkljuĉeni v 
Prilogi F.  
Figure 21: Micrographs of summer honey bee's Apis mellifera carnica heads and thoraces after exposure 
to control (head, A‒C, thorax, G‒I) or nAg-treated food (500 mgL
-1
) (head, D‒F, thorax, J‒L) in chronic 
feeding test. Honey bee's body surface was investigated with field emission scanning electron microscope 
and energy dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-6500F, EDX: EDS/WDS Oxford 
Instruments INCA, Ltd., GB). Selected micrographs represent: control, A, head surface; B, compound 
eye, lower magnification; C, compound eye, higher magnification; G‒I, thorax surface; nAg (500 mgL
-1
), 
D, head surface; E and F, antenna; J‒K, thorax surface. The detailed results of the SEM-EDX analysis are 
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4.3.3.1.2 Smrtnost ĉebel 
 
Prehranjevalna testa s poletnimi in zimskimi ĉebelami, ki smo jih preko hrane 
izpostavili nAg, sta bila veljavna, saj je bila smrtnost ĉebel v kontrolnih skupinah ob 
koncu 9-dnevne izpostavitve niţja od meje 15 %, kar je skladno s priporoĉili v OECD 
(2016) (Preglednica 11). V obeh testih smo opazili, da je bila smrtnost koncentracijsko 
odvisna, saj je narašĉala z narašĉajoĉo koncentracijo nAg v hrani. V prehranjevalnem 
testu s poletnimi ĉebelami je bila najvišja smrtnost 34,78 % v tretmaju z najvišjo 
koncentracijo 500 mg nAg L
-1
. Primerjava obeh prehranjevalnih testov ni pokazala 
statistiĉnih razlik (Student t test, p < 0,05) v smrtnosti ĉebel med kontrolnima 
skupinama. Nasprotno pa je primerjava obeh prehranjevalnih testov pokazala statistiĉno 
znaĉilne razlike v smrtnosti ĉebel med tretmajema 250 mg nAg L
-1 
(Student t test, p < 
0,05), saj je smrtnost zimskih ĉebel znašala kar 75,00±14,43 %. 
 
Preglednica 11: Smrtnost (v %) poletnih in zimskih ĉebel Apis mellifera carnica v kroniĉnem 
prehranjevalnem testu s hrano, onesnaţeno z nanodelci srebra (nAg). V preglednico smo poleg smrtnosti 
vkljuĉili tudi nominalne koncentracije tretmajev (mgL
-1
), število (N) ĉebel ob zaĉetku poskusa in število 
mrtvih ĉebel na tretma. Poskus z zimskimi ĉebelami smo izvedli s tremi ponovitvami za vsako testno 
skupino, zato je smrtnost podana kot povpreĉna vrednost s standardno napako (± SE).  
Table 11: Mortality (in %) for summer and winter honey bees Apis mellifera carnica in 9 days chronic 
feeding test with silver nanoparticles (nAg). The table comprises mortality, nominal treatment 
concentrations (mgL
-1
), number (N) of honey bees per treatment and number of dead honey bees per 
treatment. Feeding test with winter honey bees was done in triplicates per treatment therefore mortality is 
given as a mean of the triplicates with standard error (± SE). 
 




N čebel  
na tretma 
N mrtvih čebel  
na tretma  
Smrtnost  
(%) 
Prehranjevalni test s poletnimi ĉebelami 
0 22 0 0,00 
2 22 0 0,00 
10 21 0 0,00 
50 20 0 0,00 
250 22 1 4,55 
500 23 8 34,78 
Prehranjevalni test z zimskimi ĉebelami 
0 44 1 2,56±2,56 
250 45 37 75,00±14,43 
 
4.3.3.1.3 Stopnja prehranjevanja ĉebel 
 
Stopnja prehranjevanja poletnih ĉebel v 9-dnevnem prehranjevalnem testu z nAg je 
kazala koncentracijsko odvisnost, saj je upadala z narašĉajoĉo koncentracijo nAg v 
hrani (Slika 22A in Preglednica 12). Stopnja prehranjevanja v vseh tretmajih z nAg, 2, 
10, 50, 250 in 500 mgL
-1
, je bila niţja za 7,2 %, 5,5 %, 3,5 %, 16,2 % in 26,7 %, resp., 
v primerjavi s kontrolo. Povpreĉna stopnja prehranjevanja zimskih ĉebel, ki so bile 
izpostavljene v tretmaju 250 mg nAg L
-1
, je bila niţja za 3,45±0,04 % v primerjavi s 
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kontrolo, a statistiĉno znaĉilne razlike nismo dokazali (Student t test, p < 0,05) 
(Preglednica 12). Primerjava med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh 
prehranjevalnih testih je pokazala, da je bila stopnja prehranjevanja zimskih ĉebel višja 
za 18,0 % v kontroli in za 28,82 % v tretmaju 250 mg nAg L
-1
, v primerjavi s poletnimi 
ĉebelami. 
 
Iz grafikona na Sliki 22B, ki prikazuje stopnjo prehranjevanja na dan tekom 9-dnevnega 
poskusa, vidimo vzorec prehranjevanja ĉebel v posameznem tretmaju. V testu s 
poletnimi ĉebelami je bil vzorec prehranjevanja ĉebel iz tretmaja z najvišjo 
koncentracijo nAg (500 mgL
-1
) statistiĉno znaĉilno razliĉen od kontrole (Mann-Whitney 
U test, p < 0,05) (Slika 22B). Primerjava med tretmajema 250 mg nAg L
-1
 v obeh 
prehranjevalnih testih je pokazala, da je bil vzorec prehranjevanja zimskih ĉebel 
znaĉilno drugaĉen kot pri poletnih ĉebelah (Mann-Whitney U test, p < 0,01), medtem 
ko med kontrolnimi skupinami poletnih in zimskih ĉebel znaĉilnih razlik nismo zasledili 
(p = 0,06355) (Slika 22B). 
 
 
Slika 22: Stopnja prehranjevanja poletnih in zimskih ĉebel Apis mellifera carnica v kroniĉnem 
prehranjevalnem testu s hrano, onesnaţeno z nanodelci srebra (nAg). (A) Grafikon prikazuje povpreĉno 
skupno koliĉino zauţite hrane na ĉebelo, ki je podana kot stopnja prehranjevanja v 9 dneh (v g pojedene 
hrane na ĉebelo). (B) Grafikon prikazuje stopnjo prehranjevanja na dan kot povpreĉno skupno koliĉino 
zauţite hrane na ĉebelo za posamezni tretma v 9 dneh izpostavitve (v g pojedene hrane na ĉebelo). 
Dopolnilne oznake na Sliki 22A predstavljajo spremembo stopnje prehranjevanja v primerjavi s kontrolo 
(v %). Poskus z zimskimi ĉebelami smo izvedli s tremi ponovitvami za vsako testno skupino, zato je 
stopnja prehranjevanja podana kot povpreĉna vrednost (s standardno napako (± SE) na Sliki 22A). 
Oznake tretmajev na osi x (Slika 22A) in v legendi (Slika 22B) so nominalne koncentracije nAg. 
Figure 22: Feeding rate of summer and winter honey bees Apis mellifera carnica in chronic feeding test 
with silver nanoparticles (nAg). Fig. 22A shows feeding rate in 9 days as the average total amount of food 
consumed per bee (in grams of consumed food per bee). Fig. 22B shows feeding rate per day as the 
average total amount of food intake per bee for each treatment during 9 days of exposure (in grams of 
consumed food per bee). The marks of the treatments on the x-axis (Fig. 22A) and in legend (Fig. 22B) 
are nominal nAg concentrations. 
 
Za poletne in zimske ĉebele v obeh prehranjevalnih testih smo iz podatkov izmerjenih 
koncentracij nAg v hrani, ki smo jih predstavili v Preglednici 5, in koliĉine pojedene 
hrane na ĉebelo, ki je podana kot stopnja prehranjevanja v 9 dneh, izraĉunali zauţito 
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zvrsti v disperzijah nAg (Preglednica 5). Zauţite doze nAg in Ag
+
-ionskih zvrsti so bile 
koncentracijsko odvisne in so narašĉale z narašĉajoĉo koncentracijo nAg in Ag
+
-ionskih 
zvrsti v hrani posameznega tretmaja. Primerjava med tretmajema 250 mg nAg L
-1
 v 
obeh prehranjevalnih testih je pokazala, da je bila zauţita doza nAg in Ag
+
-ionskih 
zvrsti pri zimskih ĉebelah za 28,60±3,27 % in 28,54±3,84 %, resp., višja kot pa pri 
poletnih ĉebelah (izraĉunano iz izmerjenih koncentracij).  
 
Preglednica 12: Ocene povpreĉnih doz nanodelcev srebra (nAg) in Ag
+
-ionskih zvrsti, ki so jih zauţile 
poletne in zimske ĉebele Apis mellifera carnica v kroniĉnem prehranjevalnem testu z nAg. Zauţite doze 
nAg so izraĉunane iz podatkov izmerjenih koncentracij (IK) Ag in Ag
+
-ionskih zvrsti v hrani (Preglednica 
5) in skupne povpreĉne koliĉine pojedene hrane na ĉebelo (m) v 9 dneh. Vsi rezultati so podani kot 
povpreĉne vrednosti 3 meritev ± standardna deviacija (±SD) (Preglednica 5).  
Table 12: Estimates of average intake doses of silver nanoparticles (nAg) and Ag
+
-ion species for summer 
and winter honey bees Apis mellifera carnica during chronic feeding test with nAg. The intake doses 
were calculated from the data of the measured Ag concentrations (IK) and Ag
+
-ion species in food (Table 
5) and the total average amount of consumed food per bee (m) in 9 days. Results are given as a mean of 
























zvrsti - IK ±SD 
(µg) 
Prehranjevalni test s poletnimi ĉebelami   
0 0,00±0,00 0,352 0,00±0,00 0,00±0,00 
2 1,92±0,06 0,327 0,526±0,016 0,254±0,013 
10 9,40±0,16 0,333 2,62±0,05 1,27±0,07 
50 44,90±3,12 0,340 12,80±0,89 6,18±0,32 
250 230,14±12,45 0,295 56,97±3,08 27,50±1,41 
500 465,83±10,81 0,258 100,89±2,34 48,70±2,49 
Prehranjevalni test z zimskimi ĉebelami   
0 0,00±0,00 0,429±0,043 0,00±0,00 0,00±0,00 
250 230,14±12,45 0,415±0,042 80,03±7,96 38,63±4,04 
 
4.3.3.1.4 Aktivnosti encimov v telesnih kompartmentih po izpostavitvi ĉebel nAg  
 
4.3.3.1.4.1 Aktivnost acetilholinesteraze 
 
Aktivnost encima AChE v VT frakciji v ĉebelah, ki so bile izpostavljene nAg v 
prehranjevalnem testu, je bila povišana v glavah poletnih ĉebel iz tretmajev 250 in 500 
mgL
-1
 in tudi v glavah zimskih ĉebel iz tretmaja 250 mgL
-1
 v primerjavi s kontrolno 
skupino (Mann-Whitney U test, p < 0,001 in p < 0,01, resp.) (Slika 23A). Aktivnost 
AChE v VT frakciji je bila višja v glavah zimskih ĉebel iz kontrole v primerjavi s 
kontrolno skupino poletnih ĉebel (Mann-Whitney U test, p < 0,001). 
 
Aktivnost AChE v VT frakciji v trupih ĉebel je bila znaĉilno zniţana v poletnih ĉebelah 
iz tretmajev 10 in 50 mg nAg L
-1 
(Mann-Whitney U test, p < 0,05, p < 0,01), a znaĉilno 
povišana v zimskih ĉebelah iz tretmaja 250 mg nAg L
-1
 v primerjavi s kontrolo (Mann-
Whitney U test, p < 0,001) (Slika 23B). Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno 
koncentracijo v obeh prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila aktivnost AChE v VT 
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primerjavi s poletnimi ĉebelami (Mann-Whitney U test, p < 0,05, p < 0,001, resp.).  
 
Izpostavitev nAg ni imela znaĉilnega vpliva na aktivnost AChE v VT frakciji v vzorcih 
hemolimfe iz poletnih in zimskih ĉebel glede na vzorce iz kontrolne skupine (Mann-
Whitney U test, p < 0,05) (Slika 23E). Aktivnost AChE v hemolimfi zimskih ĉebel iz 
kontrole je bila znaĉilno niţja glede na kontrolo poletnih ĉebel (Mann-Whitney U test, p 
< 0,01). 
 
Aktivnost encima AChE v DT frakciji je bila zelo povišana v glavah poletnih ĉebel iz 
vseh tretmajev z nAg 2‒500 mgL
-1
 v primerjavi s kontrolno skupino (Mann-Whitney U 
test, p < 0,001) (Slika 23C). Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo v 
obeh prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila aktivnost AChE v DT frakciji višja v 
glavah zimskih ĉebel iz kontrole in tretmaja 250 mg nAg L
-1
 v primerjavi s poletnimi 
ĉebelami (Mann-Whitney U test, p < 0,01 in p < 0,05, resp.). 
 
Aktivnost AChE v DT frakciji v trupih ĉebel je bila znaĉilno povišana v poletnih 
ĉebelah iz tretmajev 2, 10 in 250 mg nAg L
-1 
(Mann-Whitney U test, p < 0,001, p < 
0,01) in tudi v zimskih ĉebelah iz tretmaja 250 mg nAg L
-1
 v primerjavi s kontrolo 
(Mann-Whitney U test, p < 0,001) (Slika 23D). Aktivnost AChE v DT frakciji v trupih 
zimskih ĉebel iz kontrole je bila znaĉilno zmanjšana
 
v primerjavi s kontrolo poletnih 
ĉebel (Mann-Whitney U test, p < 0,001).  
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Slika 23: Aktivnost encima acetilholinesteraze (AChE) v glavah (A, C), trupih (B, D) in hemolimfi (E) 
poletnih in zimskih ĉebel Apis mellifera carnica iz kroniĉnega prehranjevalnega testa z nanodelci srebra 
(nAg). Aktivnost encima AChE smo izmerili v vodi-topni (VT) (Slika 23A, B, E) in v detergentu-topni 
frakciji (DT) (Slika 23C, D). Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), 
povpreĉje (), osamelec (-); oznake toĉkovnega grafikona predstavljajo individualne vrednosti (, ), 
povpreĉje (), mediana (‒); število analiziranih vzorcev (n =); poveĉana (↑), zmanjšana (↓) aktivnost 
AChE; statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v 
obeh testi so oznaĉene z zvezdico (Mann-Whitney U test: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***). 
Figure 23: Activity of acetylcholinesterase (AChE) in heads (A, C), thoraces (B, D), and haemolymph (E) 
of summer and winter honey bees Apis mellifera carnica from chronic feeding test with silver 
nanoparticles (nAg). Activities of AChE were analysed in salt-soluble (VT) (Fig. 23A, B, E) and 
detergent-soluble (DT) fractions (Fig. 23C, D). Symbols on the box plot represent maximum and 
minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), and outliers (-); symbols on the individual value plot represent 
individual values (, ), mean (), median (‒); number of analysed specimens in each test group (n =); 
increased (↑), decreased (↓) AChE activity; statistical differences between the control and the test groups 
and between controls of summer and winter honeybees with the Mann-Whitney U test: p < 0.05 (*), p < 
0.01 (**), p < 0.001 (***). 
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4.3.3.1.4.2 Aktivnost glutation S-transferaze 
 
Aktivnost encima GST v ĉebelah po izpostavitvi nAg v prehranjevalnem testu, je bila 
zelo povišana v glavah poletnih ĉebel iz vseh tretmajev z nAg 2‒500 mgL
-1
 v primerjavi 
s kontrolno skupino (Mann-Whitney U test, p < 0,001) (Slika 24A). V glavah zimskih 
ĉebel iz tretmaja z nAg aktivnost GST ni bila znaĉilno spremenjena v primerjavi s 
kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,05). Aktivnost GST je bila višja v glavah zimskih 
ĉebel iz kontrole v primerjavi s kontrolno skupino poletnih ĉebel (Mann-Whitney U 
test, p < 0,001). 
  
Aktivnost GST v trupih poletnih ĉebel je bila povišana v tretmajih 2, 50 in 250 mg nAg 
L
-1
 (Mann-Whitney U test, p < 0,05) in tudi v trupih zimskih ĉebel iz tretmaja 250 mg 
nAg L
-1
 v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,001) (Slika 24B). Ob 
primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo v obeh prehranjevalnih testih 
smo opazili, da je bila aktivnost GST precej niţja v trupih zimskih ĉebel iz obeh 
tretmajev, kontrole in tretmaja 250 mg nAg L
-1,
 v primerjavi s poletnimi ĉebelami 
(Mann-Whitney U test, p < 0,001). 
 
 
Slika 24: Aktivnost encima glutation S-transferaze (GST) v glavah (A) in trupih (B) poletnih in zimskih 
ĉebel Apis mellifera carnica iz kroniĉnega prehranjevalnega testa z nanodelci srebra (nAg). Oznake 
okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); število 
analiziranih vzorcev (n =); poveĉana aktivnost GST (↑); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter 
med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testi so oznaĉene z zvezdico (Mann-Whitney U 
test: p < 0,05 (*), p < 0,001 (***)).  
Figure 24: Activity of glutathione S-transferase (GST) in heads (A) and thoraces (B) of summer and 
winter honey bees Apis mellifera carnica from chronic feeding test with silver nanoparticles (nAg). 
Symbols on the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), and outliers 
(-); number of analysed specimens in each test group (n =); increased GST activity (↑); statistical 
differences between the control and the test groups and between controls of summer and winter honey 
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4.3.3.1.5 Normalizirana vsebnost proteinov 
 
Devetdnevna izpostavitev ĉebel hrani, onesnaţeni z nAg, je imela znaĉilen vpliv na 
normalizirano vsebnost proteinov v glavah in trupih ĉebel. Normalizirana vsebnost 
proteinov je bila zelo zmanjšana v glavah in trupih poletnih ĉebel iz tretmajev 2‒50 in 
500 mg nAg L
-1




Slika 25: Normalizirana vsebnost proteinov v glavah (A), trupih (B) in hemolimfi (C) poletnih in zimskih 
ĉebel Apis mellifera carnica iz kroniĉnega prehranjevalnega testa z nanodelci srebra (nAg). Oznake 
okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); oznake 
toĉkovnega grafikona predstavljajo individualne vrednosti (, ), povpreĉje (), mediana (‒); število 
analiziranih vzorcev (n =); zmanjšana vsebnost proteinov (↓); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji 
ter med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testi so oznaĉene z zvezdico (Mann-Whitney U 
test: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)). 
Figure 25: Normalised protein content in heads (A), thoraces (B), and haemolymph (C) of summer and 
winter honey bees Apis mellifera carnica from chronic feeding test with silver nanoparticles (nAg). 
Symbols on the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-); 
symbols on the individual value plot represent individual values (, ), mean (), median (‒); number 
of analysed specimens in each test group (n =); decreased protein content (↓); statistical differences 
between the control and the test groups and between controls of summer and winter honeybees with the 
Mann-Whitney U test: p < 0.05 (*), p < 0.001 (***). 
 
Normalizirana vsebnost proteinov zimskih ĉebel je bila zmanjšana le v trupih ĉebel iz 
tretmaja 250 mg nAg L
-1
 (Mann-Whitney U test, p < 0,001), medtem ko vsebnost 
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proteinov v glavah ni bila znaĉilno spremenjena v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney 
U test, p < 0,05) (Slika 25A, B). V hemolimfi izpostavljenih ĉebel nismo opazili 
sprememb v normalizirani vsebnosti proteinov v primerjavi s kontrolnimi ĉebelami 
(Slika 25C). Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo v obeh 
prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila normalizirana vsebnost proteinov precej 
niţja v glavah in trupih zimskih ĉebel iz obeh tretmajev, kontrole in tretmaja 250 mg 
nAg L
-1,
 v primerjavi z vzorci poletnih ĉebel (Mann-Whitney U test, p < 0,001). 
 
4.3.3.2 Akutni prehranjevalni test z izbiro hrane z nAg  
 
Izbiro hrane med kontrolno hrano (Slika 26, beli stolpci, 0) in hrano, onesnaţeno z nAg 
(Slika 26, sivi stolpci), poletnih ĉebel smo predstavili na dva naĉina: kot stopnjo 
prehranjevanja za posamezno vrsto hrane v tretmaju (Slika 26A) in kot deleţ izbire 
posamezne vrste hrane glede na skupno stopnjo prehranjevanja (Slika 26B). Rezultati 
kaţejo, da so ĉebele raje izbirale kontrolno hrano kot pa onesnaţeno hrano v tretmajih 
0-50, 0-250 in 0-500 mg nAg L
-1
 (Student t test, p < 0,05). Izbira kontrolne hrane je bila 
najbolj izrazita v tretmajih 0-50 in 0-250 mg nAg L
-1
 (Slika 26A, B). Smrtnosti v 24-
urnem prehranjevalnem testu z izbiro hrane ni bilo. 
 
 
Slika 26: Stopnja prehranjevanja (A) in izbira hrane (B) poletnih ĉebel Apis mellifera carnica v akutnem 
prehranjevalnem testu z izbiro hrane. Ĉebele so soĉasno izbirale med kontrolno hrano (beli stolpci, 0) in 
hrano, onesnaţeno z nanodelci srebra (nAg) (sivi stolpci), v petih kombinacijah nominalnih koncentracij 
nAg: 0-0, 0-2, 0-10, 0-50, 0-250 in 0-500 mgL
-1
. (A) Grafikon predstavlja stopnjo prehranjevanja za 
posamezno vrsto hrane v tretmaju. (B) Izbira hrane v 24 h je prikazana s sestavljenimi stolpci, ki kaţejo 
stopnjo prehranjevanja za posamezno vrsto hrane, ta pa je podana kot deleţ skupne stopnje 
prehranjevanja (v %). Preĉna (rdeĉa) ĉrta oznaĉuje hipotetiĉno vrednost izbire 50 %. Zvezdice oznaĉujejo 
statistiĉne razlike v stopnji prehranjevanja oz. izbiri med kontrolno in onesnaţeno hrano glede na Student 
t test (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)). Prehranjevalne teste z izbiro hrane smo izvedli s tremi ponovitvami na 
tretma, zato sta stopnja prehranjevanja in izbira hrane podani kot povpreĉna vrednost ±SE. 
Figure 26: Feeding rate (A) and food selection (B) of summer honey bees Apis mellifera carnica in acute 
food selection test. Honey bees were simultaneously exposed to control (white bars, 0) and nAg-treated 
food (grey bars) in five combinations of nominal concentrations: 0-0, 0-2, 0-10, 0-50, 0-250 in 0-500 
mgL
-1
. (A) Feeding rate for individual type of food. (B) Food selection in 24 h for individual type of food 
given as percentage values of total consumed food (±SE). Asterisks indicate statistical differences 
between control and treated food according to Student' s t test (p < 0.05 (*), p < 0.01 (**)) and horizontal 
(red) line indicates hypothetical value of 50 % selection. The test was carried out with three replicates per 
treatment therefore the results are given as the average value ± SE.  
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Skupna stopnja prehranjevanja poletnih ĉebel (za obe vrsti ponujene hrane), ki smo jo 
predstavili na Sliki 27 (ĉrtasti stolpci), je kazala koncentracijsko odvisnost, saj je 
upadala z narašĉajoĉo koncentracijo nAg v hrani od tretmaja 10 mgL
-1
 dalje. Skupna 
stopnja prehranjevanja je bila v tretmajih 0-10, 0-50, 0-250 in 0-500 mg nAg L
-1
, niţja 
za 3,6±3,5 %, 5,9±3,6 %, 9,6±2,4 % (p = 0,0606), in 18,7±7,7 % (p = 0,0748), resp., v 
primerjavi s kontrolo (Student t test, p < 0,05).  
 
V podporo rezultatom 24-urnega akutnega prehranjevalnega testa z izbiro hrane smo 
naredili primerjavo skupne stopnje prehranjevanja (Slika 27, ĉrtasti stolpci), s stopnjo 
prehranjevanja v prvih 24 h kroniĉnega prehranjevalnega testa s poletnimi (Slika 27, 
beli stolpci) in zimskimi ĉebelami (Slika 27, sivi stolpci).  
 
 
Slika 27: Primerjalni grafikon stopnje prehranjevanja ĉebel Apis mellifera carnica v prvih 24 urah 
izpostavitve nanodelcem srebra (nAg) v treh prehranjevalnih testih: kroniĉnem prehranjevalnem testu s 
poletnimi (beli stolpci) in zimskimi ĉebelami (sivi stolpci) ter akutnem prehranjevalnem testu z izbiro 
hrane s poletnimi ĉebelami (ĉrtasti stolpci). Zvezdice oznaĉujejo statistiĉne razlike v stopnji 
prehranjevanja med kontrolno in onesnaţeno hrano glede na Student t test (p < 0,001 (***)). Test z 
zimskimi ĉebelami in test z izbiro hrane smo izvedli s tremi ponovitvami na tretma, zato je stopnja 
prehranjevanja podana kot povpreĉna vrednost ±SE. 
Figure 27: Comparison of feeding rate of honey bees Apis mellifera carnica in the first 24 h of exposure 
to silver nanoparticles (nAg) in three feeding tests: chronic feeding tests with summer (white bars) and 
winter honey bees (grey bars), and acute food selection test with summer honey bees (striped bars). 
Asterisks indicate statistical differences between the test groups and the controls according to Student' s t 
test (p < 0.001 (***)). The test with winter honey bees was carried out in triplicates per treatment 
therefore the feeding rate is given as the average value ±SE. 
 
Stopnja prehranjevanja v prvih 24 h vseh treh testov je bila koncentracijsko odvisna, saj 
je postopoma upadala z narašĉajoĉo koncentracijo nAg v hrani (Slika 27). Skupna 
stopnja prehranjevanja v tretmajih 0-0, 0-2, 0-10, 0-50, 0-250 in 0-500 mg nAg L
-1 
je 
bila višja za 33,1 %, 42,3 %, 50,0 %, 33,1 %, 58,3 % in 77,6 %, resp., v primerjavi s 
tretmaji z enako nominalno koncentracijo v kroniĉnem prehranjevalnem testu s 
poletnimi ĉebelami. Prav tako je bila skupna stopnja prehranjevanja v tretmajih 0-0 in 0-
250 mg nAg L
-1 
višja za 23,5 % in 66,5 %, resp., v primerjavi s kontrolo in tretmajem 
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250 mg nAg L
-1
, resp., kroniĉnega prehranjevalnega testa z zimskimi ĉebelami. V 
kroniĉnem prehranjevalnem testu je bila stopnja prehranjevanja poletnih ĉebel v vseh 
tretmajih z nAg, 2, 10, 50, 250 in 500 mgL
-1
, niţja za 5,0 %, 14,5 %, 5,9 %, 24,0 % in 
39,0 %, resp., v primerjavi s kontrolo. Povpreĉna stopnja prehranjevanja zimskih ĉebel, 
ki so bile izpostavljene v tretmaju 250 mg nAg L
-1 
kroniĉnega prehranjevalnega testa, 
pa je bila znaĉilno niţja za 32,3±14,3 % v primerjavi s kontrolo (Student t test, p < 
0,001). 
 
4.3.3.3 Kroniĉni prehranjevalni test z AgNO3
  
 
4.3.3.3.1 Smrtnost ĉebel  
 
Kroniĉna prehranjevalna testa s poletnimi in zimskimi ĉebelami, ki smo jih preko hrane 
izpostavili ionski obliki srebra iz srebrove soli (AgNO3), sta bila veljavna, saj je bila 
smrtnost ĉebel v kontrolnih skupinah ob koncu 9-dnevne izpostavitve niţja od meje 15 
%, kar je skladno s priporoĉili v OECD (2016) (Preglednica 13). V prehranjevalnem 
testu s poletnimi ĉebelami smo opazili, da je bila smrtnost koncentracijsko odvisna, saj 
je narašĉala z narašĉajoĉo koncentracijo srebra v hrani. V tretmajih z najvišjima 
koncentracijama 250 in 500 mg Ag L
-1 
je bila smrtnost 100 % in je nastopila 9. in 6. 
dne, resp. Primerjava obeh prehranjevalnih testov ni pokazala statistiĉnih razlik 
(Student t test, p < 0,05) v smrtnosti ĉebel med kontrolnima skupinama in med 




Preglednica 13: Smrtnost (v %) poletnih in zimskih ĉebel Apis mellifera carnica v kroniĉnem 
prehranjevalnem testu s hrano, onesnaţeno s srebrovo soljo (AgNO3). V preglednico smo poleg smrtnosti 
vkljuĉili tudi nominalne koncentracije tretmajev (mg Ag L
-1
), število (N) ĉebel ob zaĉetku poskusa in 
število mrtvih ĉebel na tretma. Poskus z zimskimi ĉebelami smo izvedli s tremi ponovitvami za vsako 
testno skupino, zato je smrtnost podana kot povpreĉna vrednost s standardno napako (±SE). 
Table 13: Mortality (in %) for summer and winter honey bees Apis mellifera carnica in 9 days chronic 
feeding test with silver salt (AgNO3). The table comprises also nominal treatment concentrations (mg Ag 
L
-1
), number (N) of honey bees per treatment and number of dead honey bees  per treatment. Feeding test 
with winter honey bees was done in triplicates per treatment therefore mortality is given as a mean of the 








N čebel  
na tretma 
N mrtvih čebel  
na tretma  
Smrtnost  
(% ±SE) 
Prehranjevalni test s poletnimi ĉebelami 
0 25 0 0,00 
2 23 2 8,70 
10 21 1 4,76 
50 25 1 4,00 
250 22 22 100 (9. dan) 
500 20 20 100 (6. dan) 
Prehranjevalni test z zimskimi ĉebelami 
0 44 1 2,56±2,56 
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4.3.3.3.2 Stopnja prehranjevanja ĉebel  
 
Zaradi visoke smrtnosti poletnih ĉebel v tretmajih 250 in 500 mg Ag L
-1
 smo stopnjo 
prehranjevanja podali kot povpreĉno stopnjo prehranjevanja na ĉebelo na dan namesto 
kot skupno stopnjo prehranjevanja na ĉebelo v 9 dneh. Stopnja prehranjevanja poletnih 
ĉebel ni kazala koncentracijske odvisnosti, saj je bila v tretmajih 2, 50 in 500 mg Ag L
-1
 
niţja za 2,2 %, 9,6 % in 12,6 %, resp., v tretmajih 10 in 250 mg Ag L
-1
 pa višja za 18,2 
% in 14,6 % v primerjavi s kontrolo. Najniţjo stopnjo prehranjevanja na dan smo 
opazili v tretmaju 500 mg Ag L
-1 
(12,6 % ↓), najvišjo pa v tretmaju 10 mg Ag L
-1
 (18,2 
% ↑) v primerjavi s kontrolo.  
 
Povpreĉna stopnja prehranjevanja zimskih ĉebel, ki so bile izpostavljene v tretmaju 50 
mg Ag L
-1
, je bila višja za 10,3±4,8 % v primerjavi s kontrolnim tretmajem, a statistiĉno 
znaĉilne razlike nismo dokazali (Student t test, p < 0,05). Primerjava med tretmaji z 
enako nominalno koncentracijo v obeh prehranjevalnih testih je pokazala, da je bila 
povpreĉna stopnja prehranjevanja zimskih ĉebel višja za 27,8 % v kontroli in za kar 
40,6 % v tretmaju 50 mg Ag L
-1
, v primerjavi s poletnimi ĉebelami. 
 
 
Slika 28: Stopnja prehranjevanja poletnih in zimskih ĉebel Apis mellifera carnica v kroniĉnem 
prehranjevalnem testu s hrano, onesnaţeno s srebrovo soljo (AgNO3). (A) Grafikon prikazuje povpreĉno 
skupno koliĉino zauţite hrane na ĉebelo, ki je podana kot stopnja prehranjevanja na dan (v g pojedene 
hrane na ĉebelo). (B) Grafikon prikazuje stopnjo prehranjevanja na dan kot povpreĉno skupno koliĉino 
zauţite hrane na ĉebelo za posamezni tretma v 9 dneh izpostavitve (v g pojedene hrane na ĉebelo). 
Dopolnilne oznake na Sliki 28A predstavljajo spremembo stopnje prehranjevanja v primerjavi s kontrolo 
(v %). Poskus z zimskimi ĉebelami smo izvedli s tremi ponovitvami na tretma, zato je stopnja 
prehranjevanja podana kot povpreĉna vrednost (s standardno napako (± SE) na Sliki 28A). Oznake 
tretmajev na osi x (Slika 28A) in v legendi (Slika 28B) so nominalne koncentracije Ag
+
.  
Figure 28: Feeding rate of summer and winter honey bees Apis mellifera carnica in chronic feeding test 
with silver salt (AgNO3). Fig. 28A shows feeding rate in 9 days as the average total amount of food 
consumed per bee (in grams of consumed food per bee). Fig. 28B shows feeding rate per day as the 
average total amount of food intake per bee for each treatment during 9 days of exposure (in grams of 
consumed food per bee). Labels above bars (Fig. 28A) represent change in feeding rate compared to 





Iz grafikona na Sliki 28B, ki prikazuje stopnjo prehranjevanja na dan tekom 9-dnevnega 
poskusa, vidimo vzorec prehranjevanja ĉebel v posameznem tretmaju. V testu s 
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poletnimi ĉebelami se vzorci prehranjevanja ĉebel iz tretmajev z AgNO3
 
v hrani niso 
razlikovali od kontrole (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 28B). Primerjava med 
kontrolama in med tretmajema 50 mg Ag L
-1
 v obeh prehranjevalnih testih je pokazala, 
da je bil vzorec prehranjevanja zimskih ĉebel znaĉilno drugaĉen kot pri poletnih ĉebelah 
(Mann-Whitney U test, p < 0,05 in p < 0,01, resp.) (Slika 28B). 
 
Za poletne in zimske ĉebele v obeh prehranjevalnih testih smo iz podatkov izmerjenih 
koncentracij Ag v hrani, ki smo jih predstavili v Preglednici 5, in koliĉine pojedene 
hrane na ĉebelo, ki je podana kot stopnja prehranjevanja v 9 dneh, izraĉunali zauţito 
dozo Ag (Preglednica 14). Zauţite doze Ag
 
so bile koncentracijsko odvisne in so 
narašĉale z narašĉajoĉo koncentracijo v hrani posameznega tretmaja z AgNO3. 
Primerjava med tretmajema 50 mg Ag L
-1
 v obeh prehranjevalnih testih je pokazala, da 
je bila zauţita doza Ag
 
pri zimskih ĉebelah za kar 68,33±5,35 % višja kot pri poletnih 
ĉebelah (izraĉunano iz izmerjenih koncentracij). 
 
Preglednica 14: Ocene povpreĉnih doz srebra, ki so jih zauţile poletne in zimske ĉebele Apis mellifera 
carnica v kroniĉnih prehranjevalnih testih s srebrovo soljo (AgNO3). Zauţite doze Ag so izraĉunane iz 
podatkov izmerjenih koncentracij (IK) Ag v hrani (Preglednica 5) in skupne povpreĉne koliĉine pojedene 
hrane na ĉebelo (m) ob koncu poskusa (t.j. po 9 dneh v tretmajih 0-50 mgL
-1
; *po 8 dneh v tretmaju 250 
mgL
-1
; **po 6 dneh v tretmaju 500 mgL
-1
). Vsi rezultati so podani kot povpreĉne vrednosti 3 meritev ± 
standardna deviacija (±SD) (Preglednica 5). 
Table 14: Estimates of average intake doses of silver for summer and winter honey bees Apis mellifera 
carnica during chronic feeding tests with silver salt (AgNO3). The dose intakes were calculated from the 
data of the measured Ag concentrations (IK) in food (Table 5) and the total average amount of consumed 
food per bee (m) in 9 days (*after 8 days in treatment 250 mgL
-1
; **after 6 days in treatment 500 mgL
-1
). 


















Zauţita doza - IK 
±SD 
(µg) 
Prehranjevalni test s poletnimi ĉebelami  
0 0,00±0,00 0,310 0,00±0,00 
2 1,70±0,06 0,303 0,432±0,015 
10 9,37±0,49 0,366 2,88±0,15 
50 48,61±1,22 0,280 11,43±0,29 
250 247,87±2,84 0,316* 65,61±0,75 
500 490,28±3,34 0,181** 74,32±0,51 
Prehranjevalni test z zimskimi ĉebelami  
0 0,00±0,00 0,429±0,043 0,00±0,00 
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4.3.3.3.3 Aktivnosti encimov v telesnih kompartmentih po izpostavitvi ĉebel AgNO3  
 
4.3.3.3.3.1 Aktivnost acetilholinesteraze 
 
Aktivnost encima AChE v VT frakciji v ĉebelah, ki so bile izpostavljene AgNO3 v 
prehranjevalnih testih, je bila povišana v glavah poletnih ĉebel iz tretmajev 10 in 50 mg 
Ag L
-1
 v primerjavi s kontrolno skupino (Mann-Whitney U test, p < 0,01 in p < 0,001, 
resp.) (Slika 29A). V glavah zimskih ĉebel iz tretmaja 50 mg Ag L
-1 
nismo opazili 
spremenjene aktivnosti AChE v VT frakciji glede na kontrolo. Ob primerjavi tretmajev 
z enako nominalno koncentracijo v obeh prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila 
aktivnost AChE v VT frakciji precej višja v glavah zimskih ĉebel iz kontrole in tretmaja 
50 mg Ag L
-1
 v primerjavi s poletnimi ĉebelami (Mann-Whitney U test, p < 0,001). 
 
Aktivnost AChE v VT frakciji v trupih ĉebel je bila znaĉilno povišana tako v poletnih 
kot tudi zimskih ĉebelah iz tretmaja 50 mg Ag L
-1 
(Mann-Whitney U test, p < 0,001) 
(Slika 29B). Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo v obeh 
prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila aktivnost AChE v VT frakciji trupov 




v primerjavi s 
poletnimi ĉebelami (Mann-Whitney U test, p < 0,001). Izpostavitev AgNO3 ni imela 
znaĉilnega vpliva na aktivnost AChE v VT frakciji v vzorcih hemolimfe iz poletnih in 
zimskih ĉebel glede na kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 29E). 
Aktivnost AChE v hemolimfi zimskih ĉebel iz kontrole je bila znaĉilno niţja glede na 
kontrolo poletnih ĉebel (Mann-Whitney U test, p < 0,05). 
 
Aktivnost encima AChE v DT frakciji je bila zelo povišana v glavah poletnih ĉebel iz 
vseh preţivelih skupin v tretmajih z 2‒50 mg Ag L
-1
 in tudi v glavah zimskih ĉebel iz 
tretmaja 50 mg Ag L
-1
 v primerjavi s kontrolno skupino (Mann-Whitney U test, p < 
0,001) (Slika 29C). Aktivnost AChE v DT frakciji je bila višja v glavah zimskih ĉebel iz 
kontrole v primerjavi s kontrolno skupino poletnih ĉebel (Mann-Whitney U test, p < 
0,001). 
 
Aktivnost AChE v DT frakciji v trupih ĉebel je bila znaĉilno povišana tako v poletnih 
kot tudi zimskih ĉebelah iz tretmaja 50 mg Ag L
-1 
(Mann-Whitney U test, p < 0,05) 
(Slika 29D). Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo v obeh 
prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila aktivnost AChE v DT frakciji znaĉilno 
niţja v trupih zimskih ĉebel iz kontrole in tretmaja 50 mg Ag L
-1
 v primerjavi s 
poletnimi ĉebelami (Mann-Whitney U test, p < 0,05).  
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Slika 29: Aktivnost encima acetilholinesteraze (AChE) v glavah (A, C), trupih (B, D) in hemolimfi (E) 
poletnih in zimskih ĉebel Apis mellifera carnica iz kroniĉnega prehranjevalnega testa srebrovo soljo 
(AgNO3). Aktivnosti encima AChE smo izmerili v vodi-topni (VT) (Slike 29A, B, E) in v detergentu-
topni frakciji (DT) (Sliki 29C, D). Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 
┴), povpreĉje (), osamelec (-); oznake toĉkovnega grafikona predstavljajo individualne vrednosti (, 
), povpreĉje (), mediana (‒); število analiziranih vzorcev (n =); poveĉana aktivnost AChE (↑); 
statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testi 
so oznaĉene z zvezdico (Mann-Whitney U test: p < 0,05 (*), p < 0,001 (***)). 
Figure 29: Activity of acetylcholinesterase (AChE) in heads (A, C), thoraces (B, D), and haemolymph (E) 
of summer and winter honey bees Apis mellifera carnica from chronic feeding test with silver salt 
(AgNO3). Activities of AChE were analysed in salt-soluble (VT) (Fig. 29A, B, E) and detergent-soluble 
(DT) fractions (Fig. 29C, D). Symbols on the box plot represent maximum and minimum values 
(whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-); symbols on the individual value plot represent individual values 
(, ), mean (), median (‒); number of analysed specimens in each test group (n =); increased AChE 
activity (↑); statistical differences between the control and the test groups and between controls of 
summer and winter honey bees with the Mann-Whitney U test: p < 0.05 (*), p < 0.001 (***). 
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4.3.3.3.3.2 Aktivnost glutation S-transferaze 
 
Aktivnost encima GST je bila zelo povišana v glavah in trupih poletnih ĉebel iz vseh 
preţivelih skupin v tretmajih z 2‒50 mg Ag L
-1
 v primerjavi s kontrolno skupino 
(Mann-Whitney U test, p < 0,001) (Slika 30A, B). Aktivnost GST v zimskih ĉebelah iz 
tretmaja 50 mg Ag L
-1
 je bila zniţana v glavah in povišana v trupih v primerjavi z 
vzorci iz kontrole (Mann-Whitney U test, p < 0,001). Ob primerjavi tretmajev z enako 
nominalno koncentracijo v obeh prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila aktivnost 
GST povišana v glavah zimskih ĉebel iz kontrole ter v glavah in trupih ĉebel iz tretmaja 
50 mg Ag L
-1
 v primerjavi z vzorci poletnih ĉebel (Mann-Whitney U test, p < 0,001 in p 
< 0,01, resp.). 
 
 
Slika 30: Aktivnost encima glutation S-transferaze (GST) v glavah (A) in trupih (B) poletnih in zimskih 
ĉebel Apis mellifera carnica iz kroniĉnega prehranjevalnega testa s srebrovo soljo (AgNO3). Oznake 
okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); število 
analiziranih vzorcev (n =); poveĉana (↑), zmanjšana (↓) aktivnost GST; statistiĉne razlike med kontrolo in 
tretmaji ter med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testi so oznaĉene z zvezdico (Mann-
Whitney U test: p < 0,05 (*), p < 0,001 (***)). 
Figure 30: Activity of glutathione S-transferase (GST) in heads (A) and thoraces (B) of summer and 
winter honey bees Apis mellifera carnica from chronic feeding test with silver salt (AgNO3). Symbols on 
the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-); number of 
analysed specimens in each test group (n =); increased (↑), decreased (↓) GST activity; statistical 
differences between the control and the test groups and between controls of summer and winter honey 
bees with the Mann-Whitney U test: p < 0.05 (*), p < 0.001 (***). 
 
4.3.3.3.4 Normalizirana vsebnost proteinov 
 
Devetdnevna izpostavitev ĉebel hrani, onesnaţeni z AgNO3, je imela znaĉilen vpliv na 
normalizirano vsebnost proteinov v glavah in trupih poletnih ĉebel, medtem ko pri 
vzorcih zimskih ĉebel nismo opazili sprememb. Normalizirana vsebnost proteinov je 
bila zelo zmanjšana v glavah ĉebel iz vseh preţivelih skupin v tretmajih 2‒50 mg Ag L
-1
 
v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,001) (Slika 31A). Normalizirana 
vsebnost proteinov v trupih ĉebel je bila povišana v tretmajih 2 in 10 mg Ag L
-1
, in pa 
zniţana v tretmaju 50 mg Ag L
-1
 v primerjavi s kontrolnimi vzorci (Mann-Whitney U 
test, p < 0,05 in p < 0,01, resp.) (Slika 31B). V hemolimfi izpostavljenih poletnih in 
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zimskih ĉebel nismo opazili sprememb v normalizirani vsebnosti proteinov v primerjavi 
s kontrolnimi ĉebelami (Slika 31C). Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno 
koncentracijo v obeh prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila normalizirana 
vsebnost proteinov niţja v glavah, trupih in hemolimfi zimskih ĉebel iz kontrole ter v 
glavah in trupih ĉebel iz tretmaja 50 mg Ag L
-1,
 v primerjavi z vzorci poletnih ĉebel 
(Mann-Whitney U test, p < 0,01). 
 
 
Slika 31: Normalizirana vsebnost proteinov v glavah (A), trupih (B) in hemolimfi (C) poletnih in zimskih 
ĉebel Apis mellifera carnica iz kroniĉnega prehranjevalnega testa s srebrovo soljo (AgNO3). Oznake 
okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); oznake 
toĉkovnega grafikona predstavljajo individualne vrednosti (, ), povpreĉje (), mediana (‒); število 
analiziranih vzorcev (n =); zmanjšana vsebnost proteinov (↓); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji 
ter med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testi so oznaĉene z zvezdico (Mann-Whitney U 
test: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)). 
Figure 31: Normalised protein content in heads (A), thoraces (B), and haemolymph (C) of summer and 
winter honey bees Apis mellifera carnica from chronic feeding test with silver salt (AgNO3). Symbols on 
the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-); symbols on 
the individual value plot represent individual values (, ), mean (), median (‒); number of analysed 
specimens in each test group (n =); decreased protein content (↓); statistical differences between the 
control and the test groups and between controls of summer and winter honey bees with the Mann-
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4.3.3.4 Akutni prehranjevalni test z izbiro hrane z AgNO3 
 
Izbiro hrane med kontrolno hrano (Slika 32, beli stolpci, 0) in hrano, onesnaţeno z 
AgNO3 (Slika 32, sivi stolpci), poletnih ĉebel smo predstavili na dva naĉina: kot stopnjo 
prehranjevanja za posamezno vrsto hrane v tretmaju (Slika 32A) in kot deleţ izbire 
posamezne vrste hrane glede na skupno stopnjo prehranjevanja (Slika 32B). Rezultati 
kaţejo, da so ĉebele raje izbirale kontrolno hrano kot pa onesnaţeno hrano v tretmajih 
0-10, 0-50, 0-250 in 0-500 mg Ag L
-1
 (Student t test, p < 0,05) (Slika 32A, B). 
Smrtnosti nismo zabeleţili. 
 
Skupna stopnja prehranjevanja poletnih ĉebel (za obe vrsti ponujene hrane), ki smo jo 
predstavili na Sliki 33, ni kazala jasne koncentracijske odvisnosti. Skupna stopnja 
prehranjevanja je bila v niţjih tretmajih 0-2, 0-10 in 0-50 mg Ag L
-1 
višja za 10,0±3,1 
%, 1,1±0,5 % in 5,8±1,8 %, resp., v primerjavi s kotrolo; medtem ko je bila v višjih 
tretmajih 0-250 in 0-500 mg Ag L
-1
, niţja za 12,1±6,8 % in 17,2±8,0 %, resp., v 
primerjavi s kontrolo.  
 
 
Slika 32: Stopnja prehranjevanja (A) in izbira hrane (B) poletnih ĉebel Apis mellifera carnica v akutnem 
prehranjevalnem testu z izbiro hrane onesnaţeno s srebrovo soljo (AgNO3). Ĉebele so soĉasno izbirale 
med kontrolno hrano (beli stolpci) in hrano, onesnaţeno AgNO3 (sivi stolpci), v petih kombinacijah 
nominalnih koncentracij: 0-0, 0-2, 0-10, 0-50, 0-250 in 0-500 mg Ag L
-1
. (A) Stopnja prehranjevanja za 
posamezno vrsto hrane v tretmaju. (B) Izbira hrane v 24 h je prikazana s sestavljenimi stolpci, ki kaţejo 
stopnjo prehranjevanja za posamezno vrsto hrane, ta pa je podana kot deleţ skupne stopnje 
prehranjevanja (v %). Preĉna (rdeĉa) ĉrta oznaĉuje hipotetiĉno vrednost izbire 50 %. Zvezdice oznaĉujejo 
statistiĉne razlike v stopnji prehranjevanja oz. izbiri med kontrolno in onesnaţeno hrano glede na Student 
t test (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)). Prehranjevalne teste z izbiro hrane smo izvedli s tremi ponovitvami na 
tretma, zato sta stopnja prehranjevanja in izbira hrane podani kot povpreĉna vrednost ±SE. 
Figure 32: Feeding rate (A) and food selection (B) of summer honey bees Apis mellifera carnica in acute 
food selection test. Honey bees were simultaneously exposed to control (white bars, 0) and AgNO3-
treated food (grey bars) in five combinations of nominal concentrations: 0-0, 0-2, 0-10, 0-50, 0-250 in 0-
500 mg Ag L
-1
. (A) Feeding rate for individual type of food. (B) Food selection in 24 h for individual 
type of food given as percentage values of total consumed food (±SE). Asterisks indicate statistical 
differences between control and treated food according to Student t test (p < 0.05 (*), p < 0.01 (**)) and 
horizontal (red) line indicates hypothetical value of 50 % selection.The test was carried out in triplicates 
per treatment therefore the results are given as the average value ± SE.  
 
V podporo rezultatom 24-urnega akutnega prehranjevalnega testa z izbiro hrane smo 
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naredili primerjavo skupne stopnje prehranjevanja (Slika 33, ĉrtasti stolpci), s stopnjo 
prehranjevanja v prvih 24 h kroniĉnega prehranjevalnega testa s poletnimi (Slika 33, 
beli stolpci) in zimskimi ĉebelami (Slika 33, sivi stolpci). Skupna stopnja 
prehranjevanja je bila v vseh tretmajih z AgNO3, 0-0, 0-2, 0-10, 0-50, 0-250 in 0-500 
mg Ag L
-1
, višja za 58,8 %, 77,0 %, 64,9 %, 105,6 %, 93,8 % in 121,8 %, resp., v 
primerjavi s tretmaji z enako nominalno koncentracijo v kroniĉnem prehranjevalnem 
testu s poletnimi ĉebelami. Tudi skupna stopnja prehranjevanja v tretmajih 0-0 in 0-250 
je bila višja za 35,6 % in 113,6 %, resp., v primerjavi s kontrolo in tretmajem 250 mg 
Ag L
-1
, resp., kroniĉnega prehranjevalnega testa z zimskimi ĉebelami.  
 
Stopnja prehranjevanja v prvih 24 h obeh kroniĉnih prehranjevalnih testov je bila 
koncentracijsko odvisna, saj je postopoma upadala z narašĉajoĉo koncentracijo Ag v 
hrani (Slika 33). Namreĉ, stopnja prehranjevanja v prvih 24 h poletnih ĉebel je bila v 
vseh tretmajih z AgNO3, 2, 10, 50, 250 in 500 mg Ag L
-1
, niţja za 1,2 %, 2,6 %, 18,2 %, 
27,7 % in 40,5 %, resp., v primerjavi s kontrolo. Tudi povpreĉna stopnja prehranjevanja 
zimskih ĉebel po 24 h izpostavitve v tretmaju 250 mg Ag L
-1
, je bila znaĉilno niţja za 
30,1±19,4 % v primerjavi s kontrolo (Student t test, p < 0,01). 
 
 
Slika 33: Primerjalni grafikon stopnje prehranjevanja ĉebel Apis mellifera carnica v prvih 24 urah 
izpostavitve srebrovi soli (AgNO3) v treh prehranjevalnih testih: kroniĉnem prehranjevalnem testu s 
poletnimi (beli stolpci) in zimskimi ĉebelami (sivi stolpci) ter akutnem prehranjevalnem testu z izbiro 
hrane s poletnimi ĉebelami (ĉrtasti stolpci). Zvezdice oznaĉujejo statistiĉne razlike v stopnji 
prehranjevanja med kontrolno in onesnaţeno hrano glede na Student t test (p < 0,01 (**)). Test z 
zimskimi ĉebelami in test z izbiro hrane smo izvedli s tremi ponovitvami na tretma, zato je stopnja 
prehranjevanja podana kot povpreĉna vrednost ±SE. 
Figure 33: Comparison of feeding rate of honey bees Apis mellifera carnica in the first 24 h of exposure 
to silver salt (AgNO3) in three feeding tests: chronic feeding tests with summer (white bars) and winter 
honey bees (grey bars), and acute food selection test with summer honey bees (striped bars). Asterisks 
indicate statistical differences between the test groups and the controls according to Student' s t test (p < 
0.01 (**)). The test with winter honey bees was carried out in triplicates per treatment therefore the 
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4.3.3.5 Kroniĉni prehranjevalni test z nCeO2 
 
4.3.3.5.1 Adsorbcija nCeO2 na telesno površino ĉebel 
 
Analiza površine glav ĉebel po 9-dnevni izpostavitvi hrani, onesnaţeni z nCeO2 (50 
mgL
-1
), ni pokazala adsorbcije delcev nCeO2 na površino glave (Slika 34B‒F) v 
primerjavi s kontrolo (Slika 34A). Slika 34 (A‒F) prikazuje izbrane mikrografije delov 
glave (antena, sestavljeno oko, ustni aparat), podrobni rezultati SEM-EDX analize pa so 
vkljuĉeni v Prilogi G.  
 
 
Slika 34: Mikrografije površine glav ĉebel Apis mellifera carnica po izpostavitvi kontrolni hrani (A) in 
hrani, onesnaţeni z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2, 50 mgL
-1
) (B‒F), v kroniĉnem 
prehranjevalnem testu, ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na poljsko emisijo in 
energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA 
Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB). Vsebina izbranih mikrografij prikazuje: kontrola, 
A, glava, niţja poveĉava; nCeO2 (50 mgL
-1
), B, baza antene; C, antena, distalni del; D, sestavljeno oko; E 
in F, ustne okonĉine. Podrobni rezultati SEM-EDX analize površine ĉebel so vkljuĉeni v Prilogi G. 
Povzeto po Kos in sod. (2017). 
Figure 34: Micrographs of summer honey bee's Apis mellifera carnica heads after exposure to control (A) 
or nCeO2-treated food (50 mgL
-1
) (B‒F) in chronic feeding test. Honey bee's head surface was 
investigated with field emission scanning electron microscope and energy dispersive X-ray spectroscopy 
at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., GB). 
Selected micrographs represent: control, A, head surface, lower magnification; nCeO2 (50 mgL
-1
), B, base 
of antenna; C, antenna, distal part; D, compound eye; E and F, mouth parts. The details of the SEM-EDX 
analysis are available in Annex G. Adapted from Kos et al. (2017). 
 
4.3.3.5.2 Smrtnost ĉebel  
 
Prehranjevalna testa s poletnimi in zimskimi ĉebelami, ki smo jih preko hrane 
izpostavili nCeO2, sta bila veljavna, ker je bila smrtnost ĉebel v kontrolnih skupinah ob 
koncu 9-dnevne izpostavitve niţja od meje 15 %, kar je skladno s priporoĉili v OECD 
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(2016) (Preglednica 15). Smrtnost poletnih in zimskih ĉebel v prehranjevalnih testih z 
nCeO2 ni bila koncentracijsko odvisna. Smrtnost ĉebel v vseh tretmajih je bila namreĉ 
niţja od 10 %, z izjemo tretmaja 50 mg nCeO2 L
-1
 v poskusu s poletnimi ĉebelami, kjer 
je bila smrtnost 12,5 %. Primerjava obeh prehranjevalnih testov ni pokazala statistiĉnih 
razlik v smrtnosti ĉebel med kontrolnima skupinama in med tretmajema 250 mg nCeO2 
L
-1 
(Student t test, p < 0,05). 
 
Preglednica 15: Smrtnost (v %) poletnih in zimskih ĉebel Apis mellifera carnica v kroniĉnem 
prehranjevalnem testu s hrano, onesnaţeno z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2) (povzeto po Kos 
in sod., 2017). V preglednico smo poleg smrtnosti vkljuĉili tudi nominalne koncentracije tretmajev (mgL
-
1
), število (N) ĉebel ob zaĉetku poskusa in število mrtvih ĉebel na tretma. Poskus z zimskimi ĉebelami 
smo izvedli s tremi ponovitvami za vsako testno skupino, zato je smrtnost podana kot povpreĉna vrednost 
s standardno napako (± SE). 
Table 15: Mortality (in %) for summer and winter honey bees Apis mellifera carnica in 9 days chronic 
feeding test with cerium (IV) oxide nanoparticles (nCeO2) (adapted from Kos et al., 2017). The table 
comprises also nominal treatment concentrations (mgL
-1
), number (N) of honey bees per treatment and 
number of dead honey bees per treatment. Feeding test with winter honey bees was done in triplicates per 
treatment therefore mortality is given as a mean value (± SE). 
 




N čebel  
na tretma 
N mrtvih čebel  
na tretma  
Smrtnost  
(% ±SE) 
Prehranjevalni test s poletnimi ĉebelami 
0 27 0 0,00 
2 28 2 7,14 
10 24 1 4,17 
50 24 3 12,50 
250 22 1 4,55 
500 25 1 4,00 
Prehranjevalni test z zimskimi ĉebelami 
0 44 1 2,56±2,56 
250 47 1 2,22±2,22 
 
4.3.3.5.3 Stopnja prehranjevanja ĉebel  
 
Stopnja prehranjevanja poletnih ĉebel v 9-dnevnem prehranjevalnem testu z nCeO2 ni 
bila koncentracijsko odvisna (Slika 35A). Stopnja prehranjevanja v vseh tretmajih z 
nCeO2, 2, 10, 50, 250 in 500 mgL
-1
, je bila povišana za 10 %, 8,1 %, 12,1 %, 44,8 % in 
10,9 %, resp., glede na kontrolo. Najvišjo stopnjo prehranjevanja smo opazili v tretmaju 
250 mg nCeO2 L
-1 
poletnih ĉebel.  
 
Povpreĉna stopnja prehranjevanja zimskih ĉebel, ki so bile izpostavljene v tretmaju 250 
mg nCeO2 L
-1
, je bila višja za 10,3±4,2 % v primerjavi s kontrolo, a statistiĉno znaĉilne 
razlike nismo dokazali (Student t test, p < 0,05). Primerjava med tretmaji z enako 
nominalno koncentracijo v obeh prehranjevalnih testih je pokazala, da je bila stopnja 
prehranjevanja zimskih ĉebel višja za 27 % v kontroli in za 4 % v tretmaju 250 mg 
nCeO2 L
-1
, v primerjavi s poletnimi ĉebelami. 
 
Iz grafikona na Sliki 35B, ki prikazuje stopnjo prehranjevanja na dan tekom 9-dnevnega 
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poskusa, vidimo vzorec prehranjevanja ĉebel v posameznem tretmaju. V testu s 
poletnimi ĉebelami je bil vzorec prehranjevanja ĉebel iz tretmaja 250 mg nCeO2 L
-1
 
statistiĉno znaĉilno drugaĉen od kontrole (Mann-Whitney U test, p < 0,01) (Slika 35B). 
Primerjava med kontrolnima skupinama v obeh prehranjevalnih testih je pokazala, da je 
bil vzorec prehranjevanja zimskih ĉebel znaĉilno drugaĉen kot pri poletnih ĉebelah 
(Mann-Whitney U test, p < 0,01), medtem ko med vzorcema prehranjevanja poletnih in 
zimskih ĉebel iz tretmaja 250 mg nCeO2 L
-1




Slika 35: Stopnja prehranjevanja poletnih in zimskih ĉebel Apis mellifera carnica v kroniĉnem 
prehranjevalnem testu s hrano, onesnaţeno z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2). (A) Grafikon 
prikazuje povpreĉno skupno koliĉino zauţite hrane na ĉebelo, ki je podana kot stopnja prehranjevanja v 9 
dneh (v g pojedene hrane na ĉebelo). (B) Grafikon prikazuje stopnjo prehranjevanja na dan kot povpreĉno 
skupno koliĉino zauţite hrane na ĉebelo za posamezni tretma v 9 dneh izpostavitve (v g pojedene hrane 
na ĉebelo). Dopolnilne oznake na Sliki 35A predstavljajo spremembo stopnje prehranjevanja v primerjavi 
s kontrolo (v %). Oznake tretmajev na abscisni osi (Slika 35A) in v legendi (Slika 35B) so nominalne 
koncentracije nCeO2. Poskus z zimskimi ĉebelami smo izvedli s tremi ponovitvami za vsako testno 
skupino, zato je stopnja prehranjevanja podana kot povpreĉna vrednost (± SE) na Sliki 35A). 
Figure 35: Feeding rate of summer and winter honey bees Apis mellifera carnica in chronic feeding test 
with cerium (IV) oxide nanoparticles (nCeO2). Fig. 35A shows feeding rate in 9 days as the average total 
amount of food consumed per bee (in g of consumed food per bee). Fig. 35B shows feeding rate per day 
as the average total amount of food intake per bee for each treatment during 9 days of exposure (in g of 
consumed food per bee). Labels above bars (Fig. 35A) represent change in feeding rate compared to 
control (in %). The marks of the treatments on the x-axis (Fig. 35A) and in legend (Fig. 35B) are nominal 
nCeO2 concentrations. 
 
Za poletne in zimske ĉebele v obeh prehranjevalnih testih smo izraĉunali zauţito dozo 
nCeO2 iz podatkov izmerjenih koncentracij Ce v hrani in koliĉine pojedene hrane na 
ĉebelo, ki je podana kot stopnja prehranjevanja v 9 dneh (Preglednica 16). Iz izmerjenih 
deleţev Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti v disperzijah nCeO2 (Preglednica 6) smo izraĉunali tudi 
zauţite doze Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti, ki so bile zelo majhne (Preglednica 16). Zauţite 
doze nCeO2 so bile koncentracijsko odvisne in so narašĉale z narašĉajoĉo koncentracijo 
nCeO2 v hrani posameznega tretmaja, medtem ko to za zauţite doze Ce
3+/4+
-ionskih 
zvrsti ne velja. Primerjava med tretmajema 250 mg nCeO2 L
-1
 v obeh prehranjevalnih 
testih je pokazala, da sta bili zauţiti dozi nCeO2 in Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti pri zimskih 
ĉebelah višji za 3,70±6,13 % kot pri poletnih ĉebelah (izraĉunano iz izmerjenih 
koncentracij). 
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Preglednica 16: Ocene povpreĉnih doz nanodelcev cerijevega (IV) oksida (nCeO2) in Ce
3+/4+
-ionskih 
zvrsti, ki so jih zauţile poletne in zimske ĉebele Apis mellifera carnica v kroniĉnih prehranjevalnih testih 
z nCeO2. Zauţite doze so izraĉunane iz podatkov izmerjenih koncentracij (IK) nCeO2 in Ce
3+/4+
-ionskih 
zvrsti v hrani (Preglednica 6) in skupne povpreĉne koliĉine pojedene hrane na ĉebelo (m) v 9 dneh.  
Table 16: Estimates of average intake doses of cerium (IV) oxide nanoparticles (nCeO2) and Ce
3+/4+
-ion 
species for summer and winter honey bees Apis mellifera carnica during chronic feeding tests with 
nCeO2. Intake doses were calculated from the data of the measured nCeO2 concentrations (IK) Ce
3+/4+
-ion 























zvrsti - IK ±SD 
(µg) 
Prehranjevalni test s poletnimi ĉebelami   
0 0,00 0,313 0,00 0,00 
2 2,13 0,345 0,616 0,0463 
10 10,55 0,339 3,00 0,0246 
50 53,03 0,351 15,63 0,102 
250 227,93 0,454 86,77 0,0746 
500 439,30 0,348 128,09 0,448 
Prehranjevalni test z zimskimi ĉebelami   
0 0,00 0,429±0,043 0,00±0,00 0,00±0,00 
250 227,93 0,473±0,030 90,35±5,74 0,0777±0,0049 
 
4.3.3.5.4 Aktivnosti encimov v telesnih kompartmentih po izpostavitvi ĉebel nCeO2 
 
4.3.3.5.4.1 Aktivnost acetilholinesteraze 
 
Aktivnost encima AChE v VT frakciji v ĉebelah, ki so bile izpostavljene nCeO2 v 
prehranjevalnem testu, je bila povišana v glavah poletnih ĉebel iz tretmajev 10‒500 
mgL
-1
 v primerjavi s kontrolno skupino (Mann-Whitney U test, p < 0,01, p < 0,001 in p 
< 0,05, resp.) (Slika 36A). V glavah zimskih ĉebel iz tretmaja 250 mg nCeO2 L
-1 
nismo 
opazili spremenjene aktivnosti AChE v VT frakciji glede na kontrolo. Aktivnost AChE 
v VT frakciji v glavah zimskih ĉebel iz kontrole je bila znaĉilno višja v primerjavi s 
kontrolo poletnih ĉebel (Mann-Whitney U test, p < 0,001). 
 
Aktivnost AChE v VT frakciji v trupih ĉebel je bila znaĉilno zniţana v tretmaju 10 mg 
nCeO2 L
-1
 (Mann-Whitney U test, p < 0,05) in znaĉilno povišana v višjih tretmajih 
50‒500 mg nCeO2 L
-1
 v primerjavi s kontrolo
 
(Mann-Whitney U test, p < 0,05 in p < 
0,001, resp.) (Slika 36B). Tudi v trupih zimskih ĉebel iz tretmaja 250 mg nCeO2 L
-1 
smo opazili povišano aktivnost AChE v VT frakciji glede na kontrolo (Mann-Whitney 
U test, p < 0,05). Aktivnost AChE v VT frakciji v glavah zimskih ĉebel iz kontrole je 
bila znaĉilno niţja glede na kontrolo poletnih ĉebel (Mann-Whitney U test, p < 0,001).  
 
Izpostavitev nCeO2 se je odraţala v zmanjšani aktivnosti AChE v VT frakciji v vzorcih 
hemolimfe iz poletnih ĉebel, ki so bile izpostavljene v tretmajih 2 in 10 mgL
-1
 glede na 
kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,05 in p < 0,01, resp.) (Slika 36E). Aktivnost 
AChE v hemolimfi zimskih ĉebel iz kontrole je bila znaĉilno niţja glede na kontrolo 
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poletnih ĉebel (Mann-Whitney U test, p < 0,01). 
 
Aktivnost encima AChE v DT frakciji v glavah poletnih ĉebel je bila znaĉilno zniţana v 
tretmajih 10 in 500 mg nCeO2 L
-1
 (Mann-Whitney U test, p < 0,01) in znaĉilno povišana 
le v tretmaju 250 mg nCeO2 L
-1
 v primerjavi s kontrolo
 
(Mann-Whitney U test, p < 
0,001) (Slika 36C). V glavah zimskih ĉebel iz tretmaja 250 mg nCeO2 L
-1 
nismo opazili 
sprememb v aktivnost AChE v DT frakciji v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U 
test, p < 0,05) (Slika 36C). Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo v 
obeh prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila aktivnost AChE v DT frakciji višja v 
glavah zimskih ĉebel iz kontrole v primerjavi s kontrolo poletnih ĉebel (Mann-Whitney 
U test, p < 0,001). 
 
Aktivnost encima AChE v DT frakciji v trupih poletnih ĉebel je bila znaĉilno zniţana v 
tretmajih 2‒50 mg nCeO2 L
-1
 (Mann-Whitney U test, p < 0,05 in p < 0,01, resp.) in 
znaĉilno povišana le v tretmaju 250 mg nCeO2 L
-1
 v primerjavi s kontrolo
 
(Mann-
Whitney U test, p < 0,05) (Slika 36D). Tudi v trupih zimskih ĉebel iz tretmaja 250 mg 
nCeO2 L
-1 
smo opazili povišano aktivnost AChE v DT frakciji v primerjavi s kontrolo 
(Mann-Whitney U test, p < 0,001) (Slika 36D). Med tretmaji z enako nominalno 
koncentracijo v obeh prehranjevalnih testih nismo opazili statistiĉno znaĉilnih razlik v 
aktivnosti AChE v DT frakciji v trupih ĉebel (Mann-Whitney U test, p < 0,05). 
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Slika 36: Aktivnost encima acetilholinesteraze (AChE) v glavah (A, C), trupih (B, D) in hemolimfi (E) 
poletnih in zimskih ĉebel Apis mellifera carnica iz kroniĉnega prehranjevalnega testa z nanodelci 
cerijevega (IV) oksida (nCeO2) (povzeto po Kos in sod., 2017). Aktivnosti encima AChE smo izmerili v 
vodi-topni (VT) (Slike 36A, B, E) in v detergentu-topni frakciji (DT) (Sliki 36C, D). Oznake okvirja z 
roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (); oznake toĉkovnega grafikona 
predstavljajo individualne vrednosti (, ), povpreĉje (), mediana (‒); število analiziranih vzorcev (n 
=);  poveĉana (↑), zmanjšana (↓) aktivnost AChE; statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med 
tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testi so oznaĉene z zvezdico (Mann-Whitney U test: p < 
0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)). 
Figure 36: Activity of acetylcholinesterase (AChE) in heads (A, C), thoraces (B, D), and haemolymph (E) 
of summer and winter honey bees Apis mellifera carnica from chronic feeding test with cerium (IV) 
oxide nanoparticles (nCeO2) (adapted from Kos et al., 2017). Activities of AChE were analysed in salt-
soluble (VT) and detergent-soluble (DT) fractions. Symbols on the box plot: max and min values 
(whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-); symbols on the individual value plot: individual values (, ), 
mean (), median (‒); number of analysed specimens (n =); increased (↑), decreased (↓) activity; 
statistical differences (Mann-Whitney U test: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***)). 
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4.3.3.5.4.2 Aktivnost glutation S-transferaze 
 
Aktivnost encima GST je bila zelo povišana v glavah in trupih poletnih ĉebel iz vseh 
tretmajev z nCeO2 2‒500 mgL
-1
 v primerjavi s kontrolno skupino (Mann-Whitney U 
test, p < 0,001) (Slika 37A, B). Aktivnost GST v zimskih ĉebelah iz tretmaja 250 mg 
nCeO2 L
-1
 je bila zniţana v glavah in povišana v trupih v primerjavi z vzorci iz kontrole 
(Mann-Whitney U test, p < 0,001). Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno 
koncentracijo v obeh prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila aktivnost GST višja v 
glavah zimskih ĉebel iz kontrole v primerjavi z aktivnostjo GST, ki smo jo izmerili v 
glavah poletnih ĉebel (Mann-Whitney U test, p < 0,001). Aktivnost GST v trupih 
zimskih ĉebel iz tretmaja z nCeO2 je bila znaĉilno niţja od aktivnosti v trupih poletnih 
ĉebel (Mann-Whitney U test, p < 0,001). 
 
 
Slika 37: Aktivnost encima glutation S-transferaze (GST) v glavah (A) in trupih (B) poletnih in zimskih 
ĉebel Apis mellifera carnica iz kroniĉnega prehranjevalnega testa z nanodelci cerijevega (IV) oksida 
(nCeO2) (povzeto po Kos in sod., 2017). Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum 
(roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); število analiziranih vzorcev (n =); poveĉana (↑), zmanjšana (↓) 
aktivnost GST; statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med tretmaji z enako nominalno 
koncentracijo v obeh testi so oznaĉene z zvezdico (Mann-Whitney U test: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 
0,001 (***)). 
Figure 37: Activity of glutathione S-transferase (GST) in heads (A) and thoraces (B) of summer and 
winter honey bees Apis mellifera carnica from chronic feeding test with cerium (IV) oxide nanoparticles 
(nCeO2). Symbols on the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), 
outliers (-); number of analysed specimens in each test group (n =); increased (↑), decreased (↓) GST 
activity; statistical differences between the control and the test groups and between controls of summer 
and winter honey bees with the Mann-Whitney U test: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***). 
 
4.3.3.5.5 Normalizirana vsebnost proteinov 
 
Devetdnevna izpostavitev ĉebel hrani, onesnaţeni z nCeO2, je imela znaĉilen vpliv na 
normalizirano vsebnost proteinov v glavah in trupih poletnih in zimskih ĉebel. 
Normalizirana vsebnost proteinov je bila znaĉilno povišana v glavah poletnih ĉebel iz 
tretmajev z nCeO2 s koncentracijami 10, 50 in 500 mgL
-1
 in tudi v glavah zimskih ĉebel 
iz tretmaja 250 mg nCeO2 L
-1
 v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,01 in 
p < 0,05) (Slika 38A). Normalizirana vsebnost proteinov v trupih poletnih ĉebel je bila 
povišana v tretmajih 2‒50 in 500 mg nCeO2 L
-1
, v primerjavi z vzorci iz kontrole 
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(Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 38B).  
 
 
Slika 38: Normalizirana vsebnost proteinov v glavah (A), trupih (B) in hemolimfi (C) poletnih in zimskih 
ĉebel Apis mellifera carnica iz kroniĉnega prehranjevalnega testa z nanodelci cerijevega (IV) oksida 
(nCeO2) (povzeto po Kos in sod., 2017). Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum 
(roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); oznake toĉkovnega grafikona predstavljajo individualne vrednosti 
(, ), povpreĉje (), mediana (‒); število analiziranih vzorcev (n =); (↑) poveĉana vsebnost proteinov; 
statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testi 
so oznaĉene z zvezdico (Mann-Whitney U test: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)). 
Figure 38: Normalised protein content in heads (A), thoraces (B), and haemolymph (C) of summer and 
winter honey bees Apis mellifera carnica from chronic feeding test with cerium (IV) oxide nanoparticles 
(nCeO2). Symbols on the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (); 
symbols on the individual value plot represent individual values (, ), mean (), median (‒); number 
of analysed specimens in each test group (n =); (↑) increased protein content; statistical differences 
between the control and the test groups and between controls of summer and winter honey bees with the 
Mann-Whitney U test: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***). 
 
V hemolimfi izpostavljenih poletnih in zimskih ĉebel nismo opazili sprememb v 
normalizirani vsebnosti proteinov v primerjavi z vzorci hemolimfe iz kontrolnih ĉebel 
(Slika 38C). Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo v obeh 
prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila normalizirana vsebnost proteinov precej 
manjša v glavah, trupih in hemolimfi zimskih ĉebel iz kontrole in iz tretmaja 250 mg 
nCeO2 L
-1,
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4.3.3.6 Akutni prehranjevalni test z izbiro hrane z nCeO2 
 
Izbiro hrane med kontrolno hrano (Slika 39, beli stolpci, 0) in hrano, onesnaţeno z 
nCeO2 (Slika 39, sivi stolpci), poletnih ĉebel smo predstavili kot stopnjo prehranjevanja 
za posamezno vrsto hrane v tretmaju (Slika 39A) in kot deleţ izbire posamezne vrste 
hrane glede na skupno stopnjo prehranjevanja (Slika 39B). Rezultati kaţejo, da so 
ĉebele raje izbirale onesnaţeno hrano kot pa kontrolno hrano v tretmaju 0-250 mg 
nCeO2 L
-1 
(Student t test, p < 0,01)
 
(Slika 39A, B). Smrtnosti med ĉebelami ni bilo. 
 
 
Slika 39: Stopnja prehranjevanja (A) in izbira hrane (B) poletnih ĉebel Apis mellifera carnica v akutnem 
prehranjevalnem testu z izbiro hrane. Ĉebele so soĉasno izbirale med kontrolno hrano (beli stolpci, 0) in 
hrano, onesnaţeno z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2) (sivi stolpci) v petih kombinacijah 
nominalnih koncentracij: 0-0, 0-2, 0-10, 0-50, 0-250 in 0-500 mgL
-1
. (A) Stopnja prehranjevanja za 
posamezno vrsto hrane v tretmaju. (B) Izbira hrane v 24 h je prikazana s sestavljenimi stolpci, ki kaţejo 
stopnjo prehranjevanja za posamezno vrsto hrane, ta pa je podana kot deleţ skupne stopnje 
prehranjevanja (v %). Preĉna (rdeĉa) ĉrta oznaĉuje hipotetiĉno vrednost izbire 50 %. Zvezdice oznaĉujejo 
statistiĉne razlike v stopnji prehranjevanja oz. izbiri med kontrolno in onesnaţeno hrano glede na Student 
t test (p < 0,01 (**)). Prehranjevalne teste z izbiro hrane smo izvedli s tremi ponovitvami na tretma, zato 
sta stopnja prehranjevanja in izbira hrane podani kot povpreĉna vrednost ±SE. 
Figure 39: Feeding rate (A) and food selection (B) of summer honey bees Apis mellifera carnica in acute 
food selection test. Honey bees were simultaneously exposed to control (white bars, 0) and nCeO2-treated 
food (grey bars) in five combinations of nominal concentrations: 0-0, 0-2, 0-10, 0-50, 0-250 in 0-500 
mgL
-1
. (A) Feeding rate for individual type of food. (B) Food selection in 24 h for individual type of food 
given as percentage values of total consumed food (±SE). Asterisks indicate statistical differences 
between control and treated food according to Student' s t test (p < 0.01 (**)) and horizontal (red) line 
indicates hypothetical value of 50 % selection. The test was carried out in triplicates per treatment 
therefore the results are given as a mean value ±SE.  
 
Skupna stopnja prehranjevanja poletnih ĉebel (za obe vrsti ponujene hrane), ki smo jo 
predstavili na Sliki 40, je bila v vseh tretmajih z nCeO2, 0-2, 0-10, 0-50, 0-250 in 0-500 
mgL
-1 
višja za 22,9±1,2 % (p = 0,0005), 15,0±4,0 % (p = 0,0305), 14,3±7,5 % (p = 
0,0908), 6,70±13,0 % in 5,26±5,15 %, resp., v primerjavi s kontrolo (Student t test, p < 
0,05).  
 
V podporo rezultatom 24-urnega akutnega prehranjevalnega testa z izbiro hrane smo 
naredili primerjavo skupne stopnje prehranjevanja (Slika 40, ĉrtasti stolpci) s stopnjo 
prehranjevanja v prvih 24 h kroniĉnega prehranjevalnega testa s poletnimi (Slika 40, 
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beli stolpci) in zimskimi ĉebelami (Slika 40, sivi stolpci). Skupna stopnja 
prehranjevanja je bila v vseh tretmajih z nCeO2, 0-0, 0-2, 0-10, 0-50, 0-250 in 0-500 
mgL
-1
, višja za 33,6 %, 51,1 %, 55,2 %, 58,5 %, 39,7 % in 56,4 %, resp., v primerjavi s 
tretmaji z enako nominalno koncentracijo v kroniĉnem prehranjevalnem testu s 
poletnimi ĉebelami. Tudi skupna stopnja prehranjevanja v tretmajih 0-0 in 0-250 mg 
nCeO2 L
-1 
je bila višja za 15,3 % in 31,6 %, resp., v primerjavi s kontrolo in tretmajem 
250 mg nCeO2 L
-1
, resp., kroniĉnega prehranjevalnega testa z zimskimi ĉebelami.  
 
 
Slika 40: Primerjalni grafikon stopnje prehranjevanja ĉebel Apis mellifera carnica v prvih 24 urah 
izpostavitve nanodelcem cerijevega (IV) oksida (nCeO2) v treh prehranjevalnih testih: kroniĉnem 
prehranjevalnem testu s poletnimi (beli stolpci) in zimskimi ĉebelami (sivi stolpci) ter akutnem 
prehranjevalnem testu z izbiro hrane s poletnimi ĉebelami (ĉrtasti stolpci). Zvezdice oznaĉujejo statistiĉne 
razlike v stopnji prehranjevanja oz. izbiri med kontrolno in onesnaţeno hrano glede na Student t test (p < 
0,05 (*), p < 0,001 (***)). Test z zimskimi ĉebelami in test z izbiro hrane smo izvedli s tremi 
ponovitvami na tretma, zato je stopnja prehranjevanja podana kot povpreĉna vrednost ±SE. 
Figure 40: Comparison of feeding rate of honey bees Apis mellifera carnica in the first 24 h of exposure 
to cerium (IV) oxide nanoparticles (nCeO2) in three feeding tests: chronic feeding tests with summer 
(white bars) and winter honey bees (grey bars), and acute food selection test with summer honey bees 
(striped bars). Asterisks indicate statistical differences between the test groups and the controls according 
to Student' s t test (p < 0.05 (*), p < 0.001 (***)). The test with winter honey bees was carried out in 
triplicates per treatment therefore the feeding rate is given as the average value ± SE. 
 
Stopnja prehranjevanja v prvih 24 h obeh kroniĉnih prehranjevalnih testov ni kazala 
koncentracijske odvisnosti (Slika 40). Namreĉ, stopnja prehranjevanja poletnih ĉebel je 
bila v tretmajih 2 in 250 mg nCeO2 L
-1
, višja za 8,6 % in 2,3 %, resp., glede na kontrolo; 
v tretmajih 10, 50 in 500 mg nCeO2 L
-1 
pa je bila niţja glede na kontrolo, in sicer za 1,0 
%, 3,6 % in 10,0 %, resp. Povpreĉna stopnja prehranjevanja zimskih ĉebel po 24 h 
izpostavitve v tretmaju 250 mg nCeO2 L
-1 
kroniĉnega prehranjevalnega testa je bila 
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4.4 REZULTATI TESTOV Z ENAKONOŢCI 
 
4.4.1 Rezultati testov z nAg  
 
4.4.1.1 Prehranjevalni test brez in z izbiro hrane z nAg 
 
4.4.1.1.1 Smrtnost enakonoţcev 
 
Prehranjevalna testa brez in z izbiro hrane z nAg sta bila veljavna, saj je bila smrtnost 
enakonoţcev v kontrolnih skupinah niţja od meje 20 %, kar je skladno s priporoĉili v 
Hornung in sod. (1998) (Preglednica 17). V prehranjevalnem testu brez izbire hrane je 
smrtnost kazala koncentracijsko odvisni trend, saj je narašĉala z narašĉajoĉo 
koncentracijo nAg na hrani. Najvišjo smrtnost (20 %) smo tako opazili v tretmaju z 
najvišjo koncentracijo 2 g nAg kg
-1
 suhe hrane. V prehranjevalnem testu z izbiro hrane 
smrtnost ni bila koncentracijsko odvisna. Najvišjo smrtnost (25 %) smo opazili v 
tretmaju 0-0,5 g nAg kg
-1 
suhe hrane.  
 
Preglednica 17: Smrtnost (v %) enakonoţcev Porcellio scaber med 14-dnevno izpostavitvijo hrani, 
onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg), v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez in z izbiro hrane. V 
preglednico smo poleg smrtnosti vkljuĉili tudi nominalne koncentracije tretmajev (g kg
-1
 suhe hrane), 
število (N) ţivali ob zaĉetku poskusa in število mrtvih ţivali na tretma.  
Table 17: Mortality (in %) of isopods Porcellio scaber during 14 days of exposure to food spiked with 
silver nanoparticles (nAg) in two types of experiments: feeding test and food selection test. The table 
comprises also nominal treatment concentrations (g kg
-1 
dry food), number (N) of animals per treatment 












Prehranjevalni test brez izbire hrane   
0 15 0 0,0 
0,1 15 0 0,0 
0,5 15 1 6,7 
1 15 1 6,7 
2 15 3 20,0 
Prehranjevalni test z izbiro hrane   
0-0 20 1 5,0 
0-0,1  20 3 15,0 
0-0,5 20 5 25,0 
0-1 20 1 5,0 
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4.4.1.1.2 Indeksi prehranjevanja v obeh prehranjevalnih testih 
 
Stopnja prehranjevanja enakonoţcev v prehranjevalnem testu z nAg brez izbire hrane je 
bila koncentracijsko odvisna in je bila statistiĉno znaĉilno niţja v tretmajih 0,5; 1 in 2 g 
kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,05; p < 0,01 in p < 
0,001, resp.) (Slika 41). V prehranjevalnem testu z nAg z izbiro hrane koncentracijske 
odvisnosti nismo opazili. Stopnja prehranjevanja je bila statistiĉno znaĉilno niţja v 
tretmajih 0-0,1 in 0-2 g nAg kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolnim tretmajem 0-0 
(Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 41). V splošnem je bila stopnja prehranjevanja 
višja v izbirnem testu, kjer so enakonoţci lahko hkrati izbirali med dvema kvalitetama 
hrane v primerjavi s testom brez izbire. Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno 
koncentracijo nAg v obeh testih smo opazili, da je bila stopnja prehranjevanja znaĉilno 
prehranjevanja višja v prehranjevalnem testu z izbiro hrane v tretmajih 0-0,5, 0-1 in 0-2 
g nAg kg
-1
 suhe hrane (Mann-Whitney U test, p < 0,05).  
 
 
Slika 41: Stopnja prehranjevanja enakonoţcev Porcellio scaber v 14-dnevni izpostavitvi hrani, 
onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg), v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez (bela barva) in z izbiro 
hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih koncentracij nAg: 0, 0,1; 0,5; 
1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in 
minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); sveţa teţa ţivali (STŢ); število ţivali v posameznem 
tretmaju (n =); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med tretmaji z enako nominalno 
koncentracijo v obeh testih glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 (*), p < 0,01 
(**); p < 0,001 (***)). 
Figure 41: Feeding rate of isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to nAg-treated 
food in the feeding (white) or food selection test (grey). Five combinations of nominal concentrations 
were used: 0, 0.1, 0.5, 1, and 2 g nAg kg
-1
 dry food. Symbols on the box plot represent maximum and 
minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), outliers (-); fresh body weight (STŢ); number of 
specimens in each test group (n =); asterisks indicate statistical differences between the test groups and 
the controls, and between treatments with the same nominal concentrations of feeding and food selection 
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Stopnja iztrebljanja enakonoţcev v prehranjevalnem testu z nAg brez izbire hrane je 
bila znaĉilno niţja v tretmaju z najvišjo koncentracijo 2 g nAg kg
-1
 suhe hrane v 
primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 42), a izrazitega 
koncentracijsko-odvisnega trenda nismo dokazali. V prehranjevalnem testu z nAg z 
izbiro hrane statistiĉnih razlik med tretmaji z nAg in kontrolo ter koncentracijske 
odvisnosti nismo opazili (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 42). Ob primerjavi 
tretmajev z enako nominalno koncentracijo nAg v obeh testih smo opazili, da je bila 
stopnja iztrebljanja znaĉilno višja v tretmaju 0-2 g nAg kg
-1
 suhe hrane testa z izbiro 
hrane v primerjavi s tretmajem 2 g kg
-1
 suhe hrane testa brez izbire hrane (Mann-
Whitney U test, p < 0,01) (Slika 42).  
 
 
Slika 42: Stopnja iztrebljanja enakonoţcev Porcellio scaber v 14-dnevni izpostavitvi hrani, onesnaţeni z 
nanodelci srebra (nAg), v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez (bela barva) in z izbiro hrane (siva 
barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih koncentracij nAg: 0, 0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 
suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum 
(roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa ţivali); število ţivali v posameznem tretmaju (n 
=); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh 
testih glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**). 
Figure 42: Defecation rate of isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to nAg-treated 
food in the feeding (white) or food selection test (grey). Five combinations of nominal concentrations 
were used: 0, 0.1, 0.5, 1, and 2 g nAg kg
-1
 dry food. Symbols on the box plot represent maximum and 
minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), outliers (-); fresh body weight (STŢ); number of 
specimens in each test group (n =); asterisks indicate statistical differences between the test groups and 
the controls, and between treatments with the same nominal concentrations of feeding and food selection 
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Izbrane testne koncentracije nAg v poskusnih pogojih prehranjevalnega testa brez in z 
izbiro hrane niso imele statistiĉno pomembnega vpliva na uĉinkovitost asimilacije hrane 
pri enakonoţcih v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 43). Le 
v prehranjevalnem testu z izbiro hrane je bila uĉinkovitost asimilacije hrane znaĉilno 
manjša v tretmaju 0-1 g kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolo 0-0 (Mann-Whitney U 
test, p < 0,05) (Slika 43). Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo 
nAg v obeh testih je bila uĉinkovitost asimilacije hrane znaĉilno višja v tretmaju 0-0,5 g 
nAg kg
-1
 suhe hrane testa z izbiro hrane v primerjavi s tretmajem 0,5 g nAg kg
-1
 suhe 
hrane testa brez izbire hrane (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 43). 
 
 
Slika 43: Uĉinkovitost asimilacije hrane pri enakonoţcih Porcellio scaber, ki so bili 14 dni izpostavljeni 
hrani onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg) v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez (bela barva) in z 
izbiro hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih koncentracij nAg: 0, 
0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo 
maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa ţivali); število ţivali v 
posameznem tretmaju (n =); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med tretmaji z enako 
nominalno koncentracijo v obeh testih glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 
(*)). 
Figure 43: Food assimilation efficiency of isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to 
nAg-treated food in the feeding (white) or food selection test (grey). Five combinations of nominal 
concentrations were used: 0, 0.1, 0.5, 1, and 2 g nAg kg
-1
 dry food. Symbols on the box plot represent 
maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), outliers (-); fresh body weight (STŢ); 
number of specimens in each test group (n =); asterisks indicate statistical differences between the test 
groups and the controls, and between treatments with the same nominal concentrations of feeding and 
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Sprememba biomase pri enakonoţcih v prehranjevalnem testu z nAg brez izbire hrane 
je bila znaĉilno niţja le v tretmaju z najvišjo koncentracijo 2 g nAg kg
-1
 suhe hrane v 
primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,01) (Slika 44). V splošnem so 
enakonoţci tekom izpostavitve v testu brez izbire hrane pridobili telesno maso in tako 
ohranili pozitivno masno bilanco. Sprememba biomase pri enakonoţcih v 
prehranjevalnem testu z izbiro hrane je bila znaĉilno niţja v vseh tretmajih z nAg 0-0,1 
– 0-2 g kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolo 0-0 (Mann-Whitney U test, p < 0,01; p < 
0,001) (Slika 44). To pomeni, da so enakonoţci tekom izpostavitve nAg v izbirnem 
testu izgubili telesno maso. Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo 
nAg v obeh testih smo opazili statistiĉno znaĉilne razlike med kontrolama ter 
tretmajema 0,5 in 0-0,5 g nAg kg
-1
 suhe hrane (Mann-Whitney U test, p < 0,01; p < 
0,05, resp.) (Slika 44). 
 
 
Slika 44: Sprememba biomase pri enakonoţcih Porcellio scaber, ki so bili 14 dni izpostavljeni hrani 
onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg) v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez (bela barva) in z izbiro 
hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih koncentracij nAg: 0, 0,1; 0,5; 
1 in 2 g nAg kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum 
in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa ţivali); število ţivali v posameznem 
tretmaju (n =); preĉna (rdeĉa) ĉrta oznaĉuje 0% spremembo biomase; statistiĉne razlike med kontrolo in 
tretmaji ter med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testih glede na Mann-Whitney U test so 
oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,001 (***)). 
Figure 44: Biomass change in isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to nAg-treated 
food in the feeding (white) or food selection test (grey). Five combinations of nominal concentrations 
were used: 0, 0.1, 0.5, 1, and 2 g nAg kg
-1
 dry food. Symbols on the box plot represent maximum and 
minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), outliers (-); fresh body weight (STŢ); number of 
specimens in each test group (n =); horizontal (red) line indicates 0 % biomass change; asterisks indicate 
statistical differences between the test groups and the controls, and between treatments with the same 
nominal concentrations of feeding and food selection tests with Mann-Whitney U test: (p < 0,05 (*); p < 
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4.4.1.1.3 Stopnja izbire hrane 
 
Izbiro hrane med kontrolno hrano (Slika 45, 0, beli stolpci) in hrano, onesnaţeno z 
(nAg) (Slika 45, sivi stolpci), enakonoţcev smo predstavili na dva naĉina: kot stopnjo 
prehranjevanja za posamezno vrsto hrane v tretmaju (Slika 45A) in kot deleţ izbire 
posamezne vrste hrane glede na skupno stopnjo prehranjevanja (Slika 45B). Rezultati 
prehranjevalnega testa z izbiro hrane kaţejo, da so enakonoţci raje izbirali kontrolno 
hrano kot pa onesnaţeno hrano ţe v tretmaju 0-0,1 g nAg kg
-1
 suhe hrane z najniţjo 
koncentracijo nAg na hrani (Student t test, p < 0,01), izbira kontrolne hrane pa je bila še 
bolj izrazita v tretmajih z višjimi koncentracijami nAg, 0-0,5 ‒ 0-2 g kg
-1
 suhe hrane 
(Student t test, p < 0,001) (Slika 45A, B). 
 
 
Slika 45: Stopnja prehranjevanja (A) in izbira hrane (B) enakonoţcev Porcellio scaber, ki so bili 14 dni 
izpostavljeni v prehranjevalnem testu z izbiro hrane. Enakonoţci so soĉasno izbirali med kontrolno hrano 
(0, beli stolpci) in hrano, onesnaţeno z nanodelci srebra (nAg) (sivi stolpci), v petih kombinacijah 
nominalnih koncentracij: 0-0, 0-0,1; 0-0,5; 0-1, in 0-2 g nAg kg
-1
. Grafikon (A) predstavlja stopnjo 
prehranjevanja za posamezno vrsto hrane v tretmaju. Izbira hrane (B) je prikazana s sestavljenimi stolpci, 
ki kaţejo stopnjo prehranjevanja za posamezno vrsto hrane, ta pa je podana kot deleţ skupne stopnje 
prehranjevanja (v %). Zvezdice oznaĉujejo statistiĉne razlike v stopnji prehranjevanja oz. izbiri med 
kontrolno in onesnaţeno hrano glede na Student t test (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)); število ţivali v 
posameznem tretmaju (n=); preĉna (rdeĉa) ĉrta oznaĉuje hipotetiĉno vrednost izbire 50 %.  
Figure 45: Feeding rate (A) and food selection (B) of isopods Porcellio scaber in chronic food selection 
test. Isopods were simultaneously exposed to control (white bars, 0) and nAg-treated food (grey bars) in 
five combinations of nominal concentrations: 0-0, 0-0.1, 0-0.5, 0-1, and 0-2 g kg
-1
 dry food. (A) Feeding 
rate for individual type of food. (B) Food selection for individual type of food given as percentage values 
of total consumed food (±SE). Asterisks indicate statistical differences between control and treated food 
according to Student' s t test (p < 0.05 (*), p < 0.01 (**)); horizontal (red) line indicates hypothetical 
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4.4.1.1.4 Elementarna analiza srebra v enakonoţcih  
 
Vsebnost srebra v enakonoţcih po izpostavitvi v 14-dnevnem prehranjevalnem testu 
brez in z izbiro hrane je bila znaĉilno povišana v vseh tretmajih z nAg v primerjavi s 
kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 46). Ob primerjavi tretmajev z enako 
nominalno koncentracijo v obeh prehranjevalnih testih nismo opazili nobenih statistiĉno 
znaĉilnih razlik (Mann-Whitney U test, p < 0,05). V enakonoţcih iz kontrolnih skupin 
smo izmerili koncentracijo naravnega ozadja Ag, ki je znašala 1,00±1,22 mg Ag kg
-1
 
suhe telesne teţe ţivali. 
 
 
Slika 46: Vsebnost srebra (Ag) v enakonoţcih Porcellio scaber po 14-dnevni izpostavitvi hrani 
onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg) v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez (bela barva) in z izbiro 
hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih koncentracij nAg: 0, 0,1; 0,5; 
1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in 
minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (suha teţa ţivali); število analiziranih ţivali v 
posameznem tretmaju (n =); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji glede na Mann-Whitney U test so 
oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**); p < 0,001 (***)). 
Figure 46: Silver (Ag) content in isopods Porcellio scaber after 14-days exposure to nAg-treated food in 
two experiments: feeding test (white) and food selection test (grey). Symbols on the box plot represent 
maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-); STŢ (dry body weight); number of 
analysed specimens in each test group (n =); statistical differences between control and treatments with 
nAg according to Mann-Whitney U test: (p < 0.05 (*), p < 0.01 (**); p < 0.001 (***). 
 
Za posameznega enakonoţca, ki smo ga uporabili za elementarno analizo Ag, smo iz 
podatkov koncentracij nAg na listih in koliĉine pojedene hrane izraĉunali zauţito dozo 
in zauţito koncentracijo nAg (Preglednica 18). Izraĉuni kaţejo, da sta bili zauţita doza 
in zauţita koncentracija nAg višji v prehranjevalnem testu brez izbire hrane v primerjavi 
s tretmaji z enakimi nominalnimi koncentracijami v testu z izbiro hrano. Povpreĉne 
vsebnosti Ag (±SD) v enakonoţcih iz tretmajev z niţjima koncentracijama nAg 0,1 in 
0,5 g kg
-1
 suhe hrane so v skladu s temi izraĉuni zauţitih doz (Preglednica 18). 
Povpreĉna vsebnost Ag (±SD) v enakonoţcih iz tretmajev z višjima koncentracijama 
nAg 1 in 2 g kg
-1
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Preglednica 18: Dodatek rezultatom elementarne analize srebra (Ag) v razklopljenih vzorcih enakonoţcev 
Porcellio scaber po 14-dnevni izpostavitvi hrani, onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg), v dveh testih: v 
prehranjevalnem testu brez in z izbiro hrane. Preglednica zdruţuje rezultate izmerjenih koncentracij (c) 
Ag v enakonoţcih (v mg kg
-1 
suhe teţe ţivali, STŢ) in pa izraĉunane zauţite doze nAg (v µg) ter zauţite 
koncentracije nAg in Ag
+
-ionskih zvrsti (v mg kg
-1
) v 14 dneh. Vsi rezultati so podani kot povpreĉne 
vrednosti ± standardna deviacija (±SD). 
Table 18: Addition to the results of silver (Ag) analysis in the acid-digested isopods Porcellio scaber after 
14 days of exposure to nAg-treated food in two tests: feeding test and food selection test. The table 
combines the measured concentrations (c) of Ag in isopods (in mg kg
-1
 animal dry weight, STŢ) and the 
calculated intake doses of nAg (in μg) and concentrations of nAg and Ag
+
-ion species (in mg kg
-1
) within 





























Prehranjevalni test brez izbire hrane     
0 8 1,12±1,22 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 
0,1 8 5,80±2,88 1,72±0,51 8,48±2,53 4,04±0,16 
0,5 7 55,46±32,19 7,76±7,49 79,03±71,90 37,64±1,50 
1 7 22,36±9,83 14.57±4,83 133,22±36,15 63,45±2,53 
2 6 33,76±33,79 28,60±14,94 190,22±83,93 90,6±3,62 
Prehranjevalni test z izbiro hrane    
0-0 10 0,91±1,27 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 
0-0,1 9 4,13±4,28 0,96±0,48 10,47±6,59 4,99±0,20 
0-0,5 8 24,89±16,23 3,50±1,99 35,11±21,23 16,72±0,67 
0-1 10 49,78±32,36 8,21±4,97 95,36±54,71 45,42±1,81 
0-2 9 49,56±27,05 11,44±6,43 146,99±77,77 70,02±2,80 
 
4.4.1.1.5 Aktivnosti encimov v enakonoţcih po izpostavitvi nAg  
 
4.4.1.1.5.1 Aktivnost acetilholinesteraze 
 
Aktivnost encima AChE v VT frakciji v enakonoţcih, ki so bili izpostavljeni nAg v 
prehranjevalnem testu brez izbire hrane, ni bila spremenjena v primerjavi s kontrolno 
skupino (Slika 47A). V prehranevalnem testu z izbiro hrane pa je bila aktivnost AChE v 
VT frakciji znaĉilno višja v tretmaju 0-1 g kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolo 
(Mann-Whitney U test, p < 0,01) (Slika 47A). Ob primerjavi tretmajev z enako 
nominalno koncentracijo v obeh prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila aktivnost 
AChE v VT frakciji višja v tretmaju 0-1 g kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s tretmajem 1 g 
kg
-1
 suhe hrane (Mann-Whitney U test, p < 0,01). 
 
Aktivnost encima AChE v DT frakciji v enakonoţcih, ki so bili izpostavljeni nAg v 
prehranjevalnem testu brez izbire hrane, je bila znaĉilno niţja v tretmaju 1 g kg
-1
 suhe 
hrane v primerjavi s kontrolno skupino (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 47B). V 
prehranevalnem testu z izbiro hrane sprememb v aktivnosti AChE v DT frakciji nismo 
opazili. Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo nAg v obeh 
prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila aktivnost AChE v DT frakciji višja v 
tretmaju 0-1 g kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s tretmajem 1 g kg
-1
 suhe hrane (Mann-
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Whitney U test, p < 0,05) (Slika 47B). 
 
 
Slika 47: Aktivnost encima acetilholinesteraze (AChE) v enakonoţcih Porcellio scaber po 14-dnevni 
izpostavitvi hrani onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg) v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez (bela 
barva) in z izbiro hrane (siva barva). Aktivnosti encima AChE smo izmerili v vodi-topni (VT) (Slika 
47A) in v detergentu-topni frakciji (DT) (Slika 47B). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij 
nominalnih koncentracij nAg: 0, 0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake 
okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-);število 
analiziranih vzorcev (n =); zmanjšana aktivnost AChE (↓); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter 
med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testih glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z 
zvezdico (p < 0,05 (*)). 
Figure 47: Activity of acetylcholinesterase (AChE) in isopods Porcellio scaber after 14-days exposure to 
nAg-treated food in two experiments: feeding test (white) and food selection test (grey). Activities of 
AChE were analysed in salt-soluble (VT) (Fig. 47A) and detergent-soluble (DT) fractions (Fig. 47B). 
Symbols on the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-); 
number of analysed specimens in each test group (n =); decreased AChE activity (↓); statistical 
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4.4.1.1.5.2 Aktivnost glutation S-transferaze  
 
Aktivnost encima GST v enakonoţcih, ki so bili izpostavljeni nAg v prehranjevalnem 
testu brez izbire hrane, je bila znaĉilno povišana v tretmaju 0,1 g kg
-1
 suhe hrane v 
primerjavi s kontrolno skupino (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 48). V 
prehranevalnem testu z izbiro hrane sprememb v aktivnosti GST med tretmaji z nAg in 
kontrolo nismo opazili. Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo v 
obeh prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila aktivnost GST višja v tretmaju 0,1 g 
kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s tretmajem 0-0,1 g kg
-1
 suhe hrane (Mann-Whitney U test, 
p < 0,05) (Slika 48). 
 
Slika 48: Aktivnost encima glutation S-transferaze (GST) v enakonoţcih Porcellio scaber po 14-dnevni 
izpostavitvi hrani, onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg), v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez (bela 
barva) in z izbiro hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih koncentracij 
nAg: 0, 0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo 
maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); število analiziranih vzorcev (n =); 
poveĉana aktivnost GST (↑); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med tretmaji z enako 
nominalno koncentracijo v obeh testih glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 
(*)). 
Figure 48: Activity of glutathione S-transferase (GST) in isopods Porcellio scaber after 14-days exposure 
to nAg-treated food in two experiments: feeding test (white) and food selection test (grey). Symbols on 
the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-); number of 
analysed specimens in each test group (n =); increased GST activity (↑); statistical differences between 
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4.4.1.1.6 Normalizirana vsebnost proteinov 
  
Štirinajstdnevna izpostavitev enakonoţcev hrani, onesnaţeni z nAg, v prehranjevalnem 
testu brez in z izbiro hrane ni imela statistiĉno znaĉilnega vpliva na normalizirano 
vsebnost proteinov v enakonoţcih (Slika 49). Prav tako ob primerjavi tretmajev z enako 
nominalno koncentracijo nAg v obeh prehranjevalnih testih znaĉilnih razlik v 
normalizirana vsebnosti proteinov nismo pokazali (Mann-Whitney U test, p < 0,05). 
 
 
Slika 49: Normalizirana vsebnost proteinov v enakonoţcih Porcellio scaber po 14-dnevni izpostavitvi 
hrani, onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg) v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez (bela barva) in z 
izbiro hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih koncentracij nAg: 0, 
0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo 
maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); število analiziranih vzorcev (n =). 
Figure 49: Normalised protein content in isopods Porcellio scaber after 14-days expoure to nAg-treated 
food in two experiments: feeding test (white) and food selection test (grey). Symbols on the box plot 
represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), and outliers (-); number of analysed 
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4.4.1.2 Skupinski test z izbiro prsti z nAg 
 
Rezultate skupinskega testa z enakonoţci, v katerem so izbirali med kontrolno prstjo in 
prstjo, onesnaţeno z nAg, smo predstavili s sestavljenimi stolpci, ki predstavljajo 
povpreĉni deleţ ţivali na kontrolni (Slika 50, beli stolpci, 0) in onesnaţeni prsti (Slika 
50, sivi stolpci) po 24 h (Slika 50A) in ob koncu 48 h izpostavitve (Slika 50B). 
Rezultati izbire prsti kaţejo, da so enakonoţci dobro zaznali prst, ki je bila onesnaţena z 
nAg, ţe pri najniţji izpostavitveni koncentraciji 0,1 g kg
-1
 suhe prsti. Primerjava deleţev 
ţivali na posamezni vrsti prsti je pokazala, da so se enakonoţci raje nahajali na 
kontrolni prsti v vseh tretmajih z nAg tako po 24 h kot tudi 48 h izpostavitve glede na 
Student t test (p < 0,001) (Slika 50A, B). Agregacijskega vedenja nismo opazili, saj je 
bila izbira enotna v vseh ponovitvah posameznega tretmaja.  
 
 
Slika 50: Izbira prsti enakonoţcev Porcellio scaber, ki so bili soĉasno izpostavljeni kontrolni in 
onesnaţeni prsti z nanodelci srebra (nAg) v skupinskem testu z izbiro prsti. Izbira prsti (v %) je prikazana 
s sestavljenimi stolpci, ki predstavljajo povpreĉni deleţ ţivali na kontrolni (beli stolpci, 0) in onesnaţeni 
prsti (sivi stolpci) po 24 h (A) in ob koncu 48 h (B) izpostavitve (±SE). Test smo izvedli s petimi 
kombinacijami nominalnih koncentracij nAg, 0-0, 0-0,1, 0-0,5, 0-1 in 0-2 g kg
-1
, in petimi testnimi 
skupinami na tretma. Zvezdice oznaĉujejo statistiĉne razlike v izbiri med kontrolno in onesnaţeno prstjo 
glede na Student t test (p < 0,001 (***)); preĉna (rdeĉa) ĉrta oznaĉuje hipotetiĉno vrednost izbire 50 %.  
Figure 50: Soil selection of isopods Porcellio scaber that had been simultaneously exposed to control and 
nAg-treated soil in the group soil selection tests for 48 h. The bars show selection of control (0, white 
bars) and treated soil (grey bars) given as percentage of animals distributed on clean or nAg-treated soil 
after 24 h (A) and 48 h (B) (±SE). Five combinations of nominal concentrations in soil were used: 0-0, 0-
0,1, 0-0,5, 0-1, and 0-2 g kg
-1 
dry soil. Asterisks indicate significant differences between soil selection of 
control and treated soil according to Student‟s t test: p < 0.001 (***); horizontal (red) line indicates 
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4.4.2 Rezultati testov z nCeO2 
 
4.4.2.1 Prehranjevalni test brez in z izbiro hrane z nCeO2 
 
4.4.2.1.1 Smrtnost enakonoţcev 
 
Štirinajstdnevna prehranjevalna testa brez in z izbiro hrane, ki je bila onesnaţena z 
razliĉnimi koncentracijami nCeO2, sta bila veljavna, saj je bila smrtnost enakonoţcev v 
kontrolnih skupinah niţja od meje 20 %, kar je skladno s priporoĉili v Hornung in sod. 
(1998) (Preglednica 19). Izpostavitev enakonoţcev nCeO2 ni imela statistiĉno 
znaĉilnega vpliva na smrtnost v primerjavi s kontrolnima skupinama. V obeh tipih 
prehranjevalnih testov smrtnost ni bila koncentracijsko odvisna. Najvišjo smrtnost (10 
%) smo opazili v kontroli in tretmaju 0-0,5 g nCeO2 kg
-1 
suhe hrane prehranjevalnega 
testa z izbiro hrane.  
 
Preglednica 19: Smrtnost (v %) enakonoţcev Porcellio scaber med 14-dnevno izpostavitvijo hrani 
onesnaţeni z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2) v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez in z 
izbiro hrane. V preglednico smo poleg smrtnosti vkljuĉili tudi nominalne koncentracije tretmajev (g kg
-1
 
suhe hrane), število (N) ţivali ob zaĉetku poskusa in število mrtvih ţivali na tretma.  
Table 19: Mortality (in %) of isopods Porcellio scaber during 14 days of exposure to food spiked with 
cerium (IV) oxide nanoparticles (nCeO2) in two types of experiments: feeding test and food selection test. 
The table comprises also nominal treatment concentrations (g kg
-1 
dry food), number (N) of animals per 













Test brez izbire hrane    
0 15  0 0 
0,1 15  1 6,7 
0,5 15  0 0 
1 15  1 6,7 
2 15  1 6,7 
Test z izbiro hrane     
0-0 20  2 10 
0-0,1  20  1 5 
0-0,5 20  2 10 
0-1 20  1 5 
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4.4.2.1.2 Indeksi prehranjevanja v obeh prehranjevalnih testih 
 
Stopnja prehranjevanja enakonoţcev v prehranjevalnem testu z nCeO2 brez izbire hrane 
je bila koncentracijsko odvisna in je bila statistiĉno znaĉilno niţja v tretmajih 1 in 2 g 
kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,001) (Slika 51). V 
prehranjevalnem testu z nCeO2 z izbiro hrane koncentracijske odvisnosti nismo opazili. 
Stopnja prehranjevanja je bila statistiĉno znaĉilno niţja v tretmaju 0-0,5 in višja v 
tretmaju 0-2 g kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolnim tretmajem 0-0 (Mann-Whitney 
U test, p < 0,05 in p < 0,001, resp.) (Slika 51). Ob primerjavi tretmajev z enako 
nominalno koncentracijo nCeO2 v obeh testih smo opazili, da je bila stopnja 
prehranjevanja znaĉilno niţja v tretmaju 0-0,5 g kg
-1
 suhe hrane izbirnega testa v 
primerjavi s tretmajem 0,5 g kg
-1
 suhe hrane testa brez izbire hrane (Mann-Whitney U 
test, p < 0,01). Opazili smo tudi, da je bila stopnja prehranjevanja znaĉilno višja v 
tretmajih 0-1 in 0-2 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s tretmajema 1 in 2 g nCeO2 
kg
-1
 suhe hrane , resp. (Mann-Whitney U test, p < 0,001). 
 
 
Slika 51: Stopnja prehranjevanja enakonoţcev Porcellio scaber v 14-dnevni izpostavitvi hrani, 
onesnaţeni z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2), v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez (bela 
barva) in z izbiro hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih koncentracij 
nCeO2: 0, 0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji 
predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa ţivali); 
število ţivali v posameznem tretmaju (n =); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med tretmaji z 
enako nominalno koncentracijo v obeh testih glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 
0,05 (*), p < 0,001 (***)). 
Figure 51: Feeding rate of isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to nCeO2-treated 
food in the feeding (white) or food selection test (grey). Five combinations of nominal concentrations 
were used: 0, 0.1, 0.5, 1, and 2 g nCeO2 kg
-1
 dry food. Symbols on the box plot represent maximum and 
minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), outliers (-); fresh body weight (STŢ); number of 
specimens in each test group (n =); asterisks indicate statistical differences between the test groups and 
the controls, and between treatments with the same nominal concentrations of feeding and food selection 
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Stopnja iztrebljanja enakonoţcev v prehranjevalnem testu z nCeO2 brez izbire hrane je 
bila koncentracijsko odvisna in je bila statistiĉno znaĉilno niţja v tretmajih 1 in 2 g kg
-1
 
suhe hrane v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 52). V 
prehranjevalnem testu z nCeO2 z izbiro hrane koncentracijske odvisnosti nismo opazili. 
Stopnja iztrebljanja v testu z izbiro hrane je bila statistiĉno znaĉilno višja v tretmajih 0-
0,1, 0-1 in 0-2 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolnim tretmajem 0-0 (Mann-
Whitney U test, p < 0,05) (Slika 52). Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno 
koncentracijo nCeO2 v obeh testih smo opazili, da je bila stopnja iztrebljanja znaĉilno 
višja v tretmajih 0-1 in 0-2 g kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s tretmajema 1 in 2 g kg
-1
 
suhe hrane , resp. (Mann-Whitney U test, p < 0,001 in p < 0,01, resp.). 
 
 
Slika 52: Stopnja iztrebljanja enakonoţcev Porcellio scaber v 14-dnevni izpostavitvi hrani onesnaţeni z 
nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2) v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez (bela barva) in z 
izbiro hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih koncentracij nCeO2: 0, 
0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo 
maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa ţivali); število ţivali v 
posameznem tretmaju (n =); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med tretmaji z enako 
nominalno koncentracijo v obeh testih glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 
(*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)). 
Figure 52: Defecation rate of isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to nCeO2-
treated food in the feeding (white) or food selection test (grey). Five combinations of nominal 
concentrations were used: 0, 0.1, 0.5, 1, and 2 g nCeO2 kg
-1
 dry food. Symbols on the box plot represent 
maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), outliers (-); fresh body weight (STŢ); 
number of specimens in each test group (n =); asterisks indicate statistical differences between the test 
groups and the controls, and between treatments with the same nominal concentrations of feeding and 
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Izbrane testne koncentracije nCeO2 v poskusnih pogojih prehranjevalnega testa brez in z 
izbiro hrane niso imele statistiĉno pomembnega vpliva na uĉinkovitost asimilacije hrane 
pri enakonoţcih v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 53). Le 
v prehranjevalnem testu z izbiro hrane je bila uĉinkovitost asimilacije hrane znaĉilno 
manjša v tretmajih 0-0,1 in 0-1 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolo 0-0 
(Mann-Whitney U test, p < 0,01 in p < 0,05; resp.) (Slika 53). Razlik v uĉinkovitosti 
asimilacije hrane ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo nCeO2 v 
obeh testih nismo dokazali (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 53).  
 
 
Slika 53: Uĉinkovitost asimilacije hrane pri enakonoţcih Porcellio scaber, ki so bili 14 dni izpostavitvi 
hrani, onesnaţeni z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2), v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez 
(bela barva) in z izbiro hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih 
koncentracij nCeO2: 0, 0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z 
roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa 
ţivali); število ţivali v posameznem tretmaju (n =); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med 
tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testih glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z 
zvezdico (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)). 
Figure 53: Food assimilation efficiency of isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to 
nCeO2-treated food in the feeding (white) or food selection test (grey). Five combinations of nominal 
concentrations were used: 0, 0.1, 0.5, 1, and 2 g nCeO2 kg
-1
 dry food. Symbols on the box plot represent 
maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), outliers (-); fresh body weight (STŢ); 
number of specimens in each test group (n =); asterisks indicate statistical differences between the test 
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Sprememba biomase pri enakonoţcih v prehranjevalnem testu z nCeO2 brez izbire 
hrane je bila znaĉilno niţja v tretmaju 1 g kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolo 
(Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 54). Sprememba biomase pri enakonoţcih v 
prehranjevalnem testu z izbiro hrane je bila znaĉilno niţja v tretmaju 0-0,5 g nCeO2 kg
-1
 
suhe hrane v primerjavi s kontrolo 0-0 (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 54). Ob 
primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo nCeO2 v obeh testih smo opazili, 
da so imeli enakonoţci znaĉilno višji prirastek biomase v tretmajih 0-0,1 in 0-1 g kg
-1
 
suhe hrane izbirnega testa v primerjavi s tretmajema 0,1 in 1 in g kg
-1
 suhe hrane v testu 
brez izbire hrane (Mann-Whitney U test, p < 0,05; p < 0,01, resp.) (Slika 54).  
 
 
Slika 54: Sprememba biomase pri enakonoţcih Porcellio scaber, ki so bili 14 dni izpostavitvi hrani 
onesnaţeni z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2) v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez (bela 
barva) in z izbiro hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih koncentracij 
nCeO2: 0, 0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji 
predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa ţivali); 
število ţivali v posameznem tretmaju (n =); preĉna (rdeĉa) ĉrta oznaĉuje 0 % spremembo biomase; 
statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testih 
glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)). 
Figure 54: Biomass change in isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to nCeO2-
treated food in the feeding (white) or food selection test (grey). Five combinations of nominal 
concentrations were used: 0, 0.1, 0.5, 1, and 2 g nCeO2 kg
-1
 dry food. Symbols on the box plot represent 
maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), outliers (-); fresh body weight (STŢ); 
number of specimens in each test group (n =); horizontal (red) line indicates 0 % biomass change; 
asterisks indicate statistical differences between the test groups and the controls, and between treatments 
with the same nominal concentrations of feeding and food selection tests with Mann-Whitney U test (p < 
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4.4.2.1.3 Stopnja izbire hrane  
 
Izbiro med kontrolno hrano (Slika 55, 0, beli stolpci) in hrano, onesnaţeno z nCeO2 
(Slika 55, sivi stolpci), enakonoţcev smo predstavili na dva naĉina: kot stopnjo 
prehranjevanja za posamezno vrsto hrane v tretmaju (Slika 55A) in kot deleţ izbire 
posamezne vrste hrane glede na skupno stopnjo prehranjevanja (Slika 55B). Rezultati 
prehranjevalnega testa z izbiro hrane kaţejo, da enakonoţci onesnaţene hrane niso raje 
izbirali in se je niti niso izogibali v primerjavi z neonesnaţeno hrano (Slika 55A, B). 
Primerjava deleţev izbire posamezne vrste hrane glede na skupno stopnjo 
prehranjevanja je pokazala, da so enakonoţci raje izbirali kontrolno hrano v tretmajih 0-
0,1 in 0-2 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane glede na Student t test (p < 0,01) (Slika 55B). Temu 
sicer ne gre pripisovati velike teţe, saj Student t test znaĉilnosti izbire glede na podatke, 
ki so predstavljeni na Sliki 55A, ni potrdil.  
 
 
Slika 55: Stopnja prehranjevanja (A) in izbira hrane (B) enakonoţcev Porcellio scaber, ki so bili 14 dni 
izpostavljeni v prehranjevalnem testu z izbiro hrane. Enakonoţci so soĉasno izbirali med kontrolno hrano 
(0, beli stolpci) in hrano, onesnaţeno z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2) (sivi stolpci), v petih 
kombinacijah nominalnih koncentracij: 0-0, 0-0,1; 0-0,5; 0-1 in 0-2 g nCeO2 kg
-1
. Grafikon (A) 
predstavlja stopnjo prehranjevanja za posamezno vrsto hrane v tretmaju. Izbira hrane (B) je prikazana s 
sestavljenimi stolpci, ki kaţejo stopnjo prehranjevanja za posamezno vrsto hrane, ta pa je podana kot 
deleţ skupne stopnje prehranjevanja (v %). Zvezdice oznaĉujejo statistiĉne razlike v stopnji 
prehranjevanja oz. izbiri med kontrolno in onesnaţeno hrano glede na Student t test (p < 0,01 (**)); 
število ţivali v posameznem tretmaju (n=); preĉna (rdeĉa) ĉrta oznaĉuje hipotetiĉno vrednost izbire 50 %.  
Figure 55: Feeding rate (A) and food selection (B) of isopods Porcellio scaber in chronic food selection 
test. Isopods were simultaneously exposed to control (white bars, 0) and nCeO2-treated food (grey bars) 
in five combinations of nominal concentrations: 0-0, 0-0.1, 0-0.5, 0-1, and 0-2 g kg
-1
 dry food (A) 
Feeding rate for individual type of food. (B) Food selection for individual type of food given as 
percentage values of total consumed food (±SE). Asterisks indicate statistical differences between control 
and treated food according to Student' s t test (p < 0.01 (**)); horizontal (red) line indicates hypothetical 
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4.4.2.1.4 Elementarna analiza cerija v enakonoţcih 
 
Vsebnost cerija v enakonoţcih po izpostavitvi nCeO2 v 14-dnevnem prehranjevalnem 
testu brez in z izbiro hrane je bila znaĉilno povišana v tretmajih z nominalno 
koncentracijo 0,5; 1 in 2 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolo v obeh testih 
(Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 56). Ob primerjavi tretmajev z enako 
nominalno koncentracijo nCeO2 v obeh prehranjevalnih testih je bila povpreĉna 
vsebnost Ce v enakonoţcih iz tretmaja 0,5 g kg
-1
 suhe hrane (1,20±0,54 mg Ce kg
-1
) 
znaĉilno višja v primerjavi s tretmajem 0-0,5 g kg
-1
 suhe hrane (0,39±0,17 mg Ce kg
-1
) 
(Mann-Whitney U test, p < 0,05). Povpreĉne vsebnosti Ce (±SD) v enakonoţcih iz 
tretmajev z nCeO2 v prehranjevalnem testu brez izbire hrane so bile višje kot v 





(Preglednica 20). V enakonoţcih iz kontrolnih skupin smo izmerili 
koncentracijo naravnega ozadja Ce, ki je znašala 0,044±0,032 mg Ce kg
-1




Slika 56: Vsebnost cerija (Ce) v enakonoţcih Porcellio scaber po 14-dnevni izpostavitvi hrani, 
onesnaţeni z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2) v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez (bela 
barva) in z izbiro hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih koncentracij 
nCeO2: 0, 0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji 
predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (suha teţa ţivali); 
število analiziranih ţivali v posameznem tretmaju (n =); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji ter 
med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testih glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z 
zvezdico (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)). 
Figure 56: Cerium (Ce) content in isopods Porcellio scaber after 14-days exposure to nCeO2-treated food 
in two experiments: feeding test (white) and food selection test (grey). Symbols on the box plot represent 
maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), and outliers (-); STŢ (dry body weight); 
number of analysed specimens in each test group (n =); statistical differences between control and 
treatments and treatments with the same nominal concentration of nCeO2 according to Mann-Whitney U 
test (p < 0.05 (*), p < 0.01 (**)). 
 
Za posameznega enakonoţca, ki smo ga uporabili za elementarno analizo Ce, smo iz 
podatkov koncentracij nCeO2 na hrani in koliĉine pojedene hrane izraĉunali zauţito 
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dozo nCeO2 in zauţito koncentracijo nCeO2 ter Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti (Preglednica 20). 
Izraĉuni kaţejo, da sta bili zauţita doza in koncentracija nCeO2 višji v tretmajih 
prehranjevalnega testa brez izbire hrane v primerjavi s tretmaji z enakimi nominalnimi 





Preglednica 20: Dodatek rezultatom elementarne analize cerija (Ce) v razklopljenih vzorcih enakonoţcev 
Porcellio scaber po 14-dnevni izpostavitvi hrani onesnaţeni z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2) v 
dveh testih: v prehranjevalnem testu brez in z izbiro hrane. Preglednica zdruţuje rezultate izmerjenih 
koncentracij (c) Ce v enakonoţcih (v mg kg
-1 
suhe teţe ţivali, STŢ) in pa izraĉunane zauţite doze nCeO2 
(v µg) ter zauţite koncentracije nCeO2 in Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti (v mg kg
-1
) v 14 dneh. Vsi rezultati so 
podani kot povpreĉne vrednosti 3 meritev ± standardna deviacija (±SD). 
Table 20: Addition to the results of cerium (Ce) analysis in the acid-digested isopods Porcellio scaber 
after 14 days of exposure to nCeO2-treated food in two tests: feeding test and food selection test. The 
table combines the measured concentrations (c) of Ce in isopods (in mg kg
-1
 animal dry weight, STŢ) and 
the calculated intake doses of nCeO2 (in μg) and concentrations of nCeO2 and Ce
3+/4+
-ion species (in mg 
kg
-1
























 ±SD (mg kg
-1
) 
Prehranjevalni test brez izbire hrane    
0 7 0,06±0,04 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 
0,1 7 0,10±0,09 1,22±0,52 15,94±7,08 0,042±0,015 
0,5 6 1,20±0,54 6,12±3,37 77,30±46,03 0,21±0,07 
1 6 0,74±0,42 16,66±5,28 181,31±63,65 0,48±0,17 
2 7 1,64±1,32 20,05±5,01 280,21±119,94 0,74±0,26 
Prehranjevalni test z izbiro hrane    
0-0 7 0,03±0,01 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 
0-0,1 7 0,06±0,04 0,70±0,22 12,11±4,80 0,032±0,011 
0-0,5 7 0,39±0,17 5,01±2,84 81,84±47,20 0,22±0,08 
0-1 7 0,26±0,29 8,11±1,52 145,58±37,00 0,39±0,14 
0-2 6 0,94±0,83 16,11±8,85 223,78±128,79 0,59±0,21 
 
4.4.2.1.5 Aktivnosti encimov v enakonoţcih po izpostavitvi nCeO2 
 
4.4.2.1.5.1 Aktivnosti acetilholinesteraze 
 
Aktivnost encima AChE v VT frakciji v enakonoţcih, ki so bili izpostavljeni nCeO2 v 
prehranjevalnih testih brez in z izbiro hrane, ni bila spremenjena v primerjavi s 
kontrolnima skupinama (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 57A). Ob primerjavi 
tretmajev z enako nominalno koncentracijo nCeO2 v obeh prehranjevalnih testih smo 
opazili, da je bila aktivnost AChE v VT frakciji višja v tretmaju 0-0,1 g kg
-1
 suhe hrane 
v primerjavi s tretmajem 0,1 g kg
-1
 suhe hrane (Mann-Whitney U test, p < 0,01).  
 
Aktivnost encima AChE v DT frakciji v enakonoţcih, ki so bili izpostavljeni nCeO2 v 
prehranjevalnem testu brez izbire hrane, je bila koncentracijsko odvisna, saj je bila 
znaĉilno niţja v tretmajih z najvišjima koncentracijama 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane v 
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Slika 57: Aktivnost encima acetilholinesteraze (AChE) v enakonoţcih Porcellio scaber po 14-dnevni 
izpostavitvi hrani onesnaţeni z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2) v dveh testih: v 
prehranjevalnem testu brez (bela barva) in z izbiro hrane (siva barva). Aktivnosti encima AChE smo 
izmerili v vodi-topni (VT) (Slika 57A) in v detergentu-topni frakciji (DT) (Slika 57B). V obeh testih smo 
uporabili pet kombinacij nominalnih koncentracij nCeO2: 0, 0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki 
oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), 
povpreĉje (), osamelec (-);število analiziranih vzorcev (n =); zmanjšana aktivnost AChE (↓); statistiĉne 
razlike med kontrolo in tretmaji ter med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testih glede na 
Mann-Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**)).  
Figure 57: Activity of acetylcholinesterase (AChE) in isopods Porcellio scaber after 14-days exposure to 
n nCeO2-treated food in two experiments: feeding test (white) and food selection test (grey). Activities of 
AChE were analysed in salt-soluble (VT) (Fig. 57A) and detergent-soluble (DT) fractions (Fig. 57B). 
Symbols on the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-); 
number of analysed specimens in each test group (n =); decreased AChE activity (↓); statistical 
differences between treatments with the same nominal concentration with Mann-Whitney U test (p < 0.05 
(*); p < 0.01 (**)).  
 
V enakonoţcih, ki so bili izpostavljeni nCeO2 v prehranjevalnem testu z izbiro hrane, pa 
koncentracijsko-pogojene aktivnost AChE v DT frakciji nismo opazili. Aktivnost AChE 
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v DT frakciji je bila znaĉilno niţja v tretmaju 0-0,5 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane v 
primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,01) (Slika 57B). Ob primerjavi 
tretmajev z enako nominalno koncentracijo nCeO2 v obeh prehranjevalnih testih smo 
opazili, da je bila aktivnost AChE v DT frakciji niţja v tretmaju 0-0,5 g kg
-1
 suhe hrane 
v primerjavi s tretmajem 0,5 g kg
-1
 suhe hrane (Mann-Whitney U test, p < 0,01) in višja 
v tretmaju 0-2 g kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s tretmajem 2 g kg
-1
 suhe hrane (Mann-
Whitney U test, p < 0,05). 
 
4.4.2.1.5.2 Aktivnost glutation S-transferaze 
 
Aktivnost encima GST v enakonoţcih, ki so bili izpostavljeni nCeO2 v prehranjevalnem 
testu brez izbire hrane, je bila znaĉilno niţja v tretmaju 0,1 g kg
-1
 suhe hrane v 
primerjavi s kontrolno skupino (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 58). V 
prehranevalnem testu z izbiro hrane je bila aktivnost GST zniţana v tretmaju 0-0,5 g 
nCeO2 kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 
58). Primerjava tretmajev z enako nominalno koncentracijo nCeO2 v obeh 
prehranjevalnih testih je pokazala, da je bila aktivnost GST višja v tretmaju 0,5 g kg
-1
 
suhe hrane v primerjavi s tretmajem 0-0,5 g kg
-1
 suhe hrane (Mann-Whitney U test, p < 
0,01) (Slika 58). Aktivnost GST v enakonoţcih ni bila koncentracijsko-odvisna v 
nobenem izmed prehranjevalnih testov z nCeO2. 
 
 
Slika 58: Aktivnost encima glutation S-transferaze (GST) v enakonoţcih Porcellio scaber po 14-dnevni 
izpostavitvi hrani onesnaţeni z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2) v dveh testih: v 
prehranjevalnem testu brez (bela barva) in z izbiro hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet 
kombinacij nominalnih koncentracij nCeO2: 0, 0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno 
os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); 
število analiziranih vzorcev (n =); zmanjšana aktivnost GST (↓); statistiĉne razlike med kontrolo in 
tretmaji ter med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testih glede na Mann-Whitney U test so 
oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**)). 
Figure 58: Activity of glutathione S-transferase (GST) in isopods Porcellio scaber after 14-days exposure 
to nCeO2-treated food in two experiments: feeding test (white) and food selection test (grey). Symbols on 
the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-); number of 
analysed specimens in each test group (n =); decreased GST activity (↓); statistical differences between 
treatments with the same nominal concentration with Mann-Whitney U test (p < 0.05 (*); p < 0.01 (**)). 
 
 
Kos M. Nevrotoksiĉnost izbranih nanomaterialov za modelne nevretenĉarje.  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018      
147 
 
4.4.2.1.6 Normalizirana vsebnost proteinov 
 
Štirinajstdnevna izpostavitev enakonoţcev hrani, onesnaţeni z nCeO2, v 
prehranjevalnem testu brez in z izbiro hrane ni imela statistiĉno znaĉilnega vpliva na 
normalizirano vsebnost proteinov v enakonoţcih (Slika 59). Primerjava tretmajev z 
enako nominalno koncentracijo nCeO2 v obeh prehranjevalnih testih je pokazala 
znaĉilne razlike v normalizirana vsebnosti proteinov med tretmajem 0,1 in 0-0,1 g kg
-1
 
suhe hrane (Mann-Whitney U test, p < 0,01) (Slika 59). 
 
 
Slika 59: Normalizirana vsebnost proteinov v enakonoţcih Porcellio scaber po 14-dnevni izpostavitvi 
hrani, onesnaţeni z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2), v dveh testih: v prehranjevalnem testu brez 
(bela barva) in z izbiro hrane (siva barva). V obeh testih smo uporabili pet kombinacij nominalnih 
koncentracij nCeO2: 0, 0,1; 0,5; 1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z 
roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); število analiziranih 
vzorcev (n =); statistiĉne razlike med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v obeh testih glede na 
Mann-Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 0,01 (**)). 
Figure 59: Normalised protein content in isopods Porcellio scaber after 14-days exposure to nCeO2-
treated food in two experiments: feeding test (white) and food selection test (grey). Symbols on the box 
plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean (), outliers (-); number of analysed 
specimens in each test group (n =); statistical differences between treatments with the same nominal 
















Kos M. Nevrotoksiĉnost izbranih nanomaterialov za modelne nevretenĉarje.  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018      
148 
 
4.4.2.2 Skupinski test z izbiro prsti z nCeO2 
 
Rezultate skupinskega testa izbire med kontrolno prstjo in prstjo, onesnaţeno z nCeO2, 
z enakonoţci smo predstavili s sestavljenimi stolpci, ki predstavljajo povpreĉni deleţ 
ţivali na kontrolni (Slika 60, beli stolpci, 0) in onesnaţeni prsti (sivi stolpci) po 24 h 
(Slika 60A) in ob koncu 48 h izpostavitve (Slika 60B). Rezultati izbire prsti z nCeO2 
niso jasni, saj smo opazili tako preferenco kot tudi izogibanje prsti z nCeO2, a 
koncentracijske odvisnosti ni bilo. Primerjava deleţev ţivali na posamezni vrsti prsti je 
pokazala, da so se enakonoţci raje nahajali na kontrolni prsti v tretmaju 0-1 g kg
-1
 suhe 
prsti tako po 24 h kot tudi 48 h izpostavitve glede na Student t test (p < 0,01; p < 0,001, 
resp.) (Slika 60A, B). Po 24 h izpostavitve pa so v tretmajih 0-0,1, 0-0,5 in 0-2 g nCeO2 
kg
-1
 suhe prsti enakonoţci raje izbrali onesnaţeno prst (Student t test, p < 0,05; p < 0,01; 
p < 0,001, resp.) (Slika 60A). Po 48 h izpostavitve so se enakonoţci v tretmaju 0-2 g 
nCeO2 kg
-1
 suhe prsti še vedno raje nahajali na onesnaţeni prsti. V tretmajih 0-0,1 in 0-
0,5 g nCeO2 kg
-1
 suhe prsti pa prevladujoĉa izbira le ene vrste prsti ni bila znaĉilna, a se 
jasno vidi premik na kontrolno prst. Agregacijsko-pogojene izbire prsti nismo izkljuĉili, 
saj je bila izbira variabilna med ponovitvami posameznega tretmaja. 
 
 
Slika 60: Izbira prsti enakonoţcev Porcellio scaber, ki so bili soĉasno izpostavljeni kontrolni in 
onesnaţeni prsti z nanodelci cerijevega (IV) oksida (nCeO2) v skupinskem testu z izbiro prsti. Izbira prsti 
(v %) je prikazana s sestavljenimi stolpci, ki predstavljajo povpreĉni deleţ ţivali na kontrolni (0, beli 
stolpci) in onesnaţeni prsti (sivi stolpci) po 24 h (A) in ob koncu 48 h (B) izpostavitve (±SE). Test smo 
izvedli s petimi kombinacijami nominalnih koncentracij nCeO2, 0-0, 0-0,1; 0-0,5; 0-1 in 0-2 g kg
-1
, in 
petimi testnimi skupinami na tretma. Zvezdice oznaĉujejo statistiĉne razlike v izbiri med kontrolno in 
onesnaţeno prstjo glede na Student t test (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)); preĉna (rdeĉa) ĉrta 
oznaĉuje hipotetiĉno vrednost izbire 50 %.  
Figure 60: Soil selection of isopods Porcellio scaber that had been simultaneously exposed to control and 
nCeO2-treated soil in the group soil selection tests for 48 h. The bars show selection of control (0, white 
bars) and treated soil (grey bars) given as percentage of animals distributed on clean or nCeO2-treated soil 
after 24 h (A) and 48 h (B) (±SE). Five combinations of nominal concentrations of nCeO2 were used: 0-0, 
0-0,1, 0-0,5, 0-1, and 0-2 g kg
-1 
dry soil. Asterisks indicate significant differences between soil selection 
of control and treated soil according to Student‟s t test (p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***)); 
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4.4.3 Rezultati testov z nTiO2 
 
4.4.3.1 Prehranjevalni testi z nTiO2  
 
4.4.3.1.1 Smrtnost enakonoţcev 
 
Individualni prehranjevalni test z TiO2 (RD3) brez izbire hrane in individualni ter 
skupinski prehranjevalni test z (n)TiO2 (RD3 in Sigma Aldrich) z izbiro hrane, so bili 
veljavni, saj smrtnost enakonoţcev v kontrolnih skupinah ni presegla meje 20 %, kar je 
skladno s priporoĉili v Hornung in sod. (1998) (Preglednica 21). Štirinajstdnevna 
izpostavitev enakonoţcev hrani, ki je bila onesnaţena z (n)TiO2, ni imela statistiĉno 
znaĉilnega vpliva na smrtnost v primerjavi s kontrolnimi skupinami v nobenem izmed 
treh testov.  
 
Preglednica 21: Smrtnost (v %) enakonoţcev Porcellio scaber med 14-dnevno izpostavitvijo hrani, 
onesnaţeni s titanovim dioksidom ((n)TiO2) v individualnem prehranjevalnem testu brez izbire hrane ter 
individualnem in skupinskem prehranjevalnem testu z izbiro hrane. V individualnem testu brez izbire 
hrane smo uporabili komercialni pigment RD3 TiO2 („RD3‟). V obeh prehranjevalnih testih z izbiro hrane 
pa smo uporabili RD3 in nTiO2 Sigma Aldrich (SA) s koncentracijo 1 g kg
-1
 suhe hrane. Kot pozitivno 




 suhe hrane) v kombinaciji s kontrolno hrano. V 
preglednico smo poleg tretmajev in smrtnosti vkljuĉili tudi število (N) ţivali ob zaĉetku poskusa in število 
mrtvih ţivali na tretma. Skupinski test smo izvedli s tremi ponovitvami na tretma, zato je smrtnost podana 
kot povpreĉna vrednost ±SE. 
Table 21: Mortality (in %) of isopods Porcellio scaber during 14 days of exposure to food spiked with 
titanium dioxide ((n)TiO2) in three types of experiments: individual feeding test and individual or group 
food selection test. Individual feeding test was done with commercial pigment RD3 TiO2 (RD3). In both 
food selection tests two types of TiO2 with concentration of 1 g kg
-1 
dry food were used: pigment RD3 




 dry food) was used as positive control 
(+K). The table comprises also nominal treatment concentrations (g kg
-1 
dry food), number (N) of animals 
per treatment and number of dead animals per treatment. Group feeding test was done in triplicates per 












Individualni prehranjevalni test brez izbire hrane  
0 10 2 20 
0,1 10 3 30 
0,5 10 2 20 
1 10 1 10 
Individualni prehranjevalni test z izbiro hrane  
+K 10 1 10 
0-0 15 3 20 
0-RD3 15 4 26,6 
0-SA 15 4 26,6 
RD3-SA 15 4 26,6 
Skupinski prehranjevalni test z izbiro hrane   
0-0 30 (3x10) 3 10,0±5,8 
0-RD3 30 (3x10) 3 10,0±5,8 
0-SA 30 (3x10) 7 23,3±3,3 
‘RD3-SA 30 (3x10) 4 13,3±8,8 
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V individualnem prehranjevalnem testu z razliĉnimi koncentracijami komercialnega 
pigmenta TiO2 (RD3) pri smrtnosti nismo dokazali koncentracijske odvisnosti. V 
individualnem in skupinskem testu z izbiro hrane so bili enakonoţci izpostavljeni le 
koncentraciji 1 g TiO2 kg
-1
 suhe hrane, a dvema vrstama materiala (n)TiO2, TiO2 (RD3) 
in nTiO2 (Sigma Aldrich), med katerima pa ni bilo razlik glede smrtnosti. Pozitivna 
kontrola (+K) ni imela statistiĉno znaĉilnega vpliva na smrtnost enakonoţcev, kar je v 
skladu z internimi rezultati naše raziskovalne skupine. V vseh treh tipih prehranjevalnih 
testov smo med poginulimi enakonoţci opazili veĉje število tistih, ki so se levili, a 
menjave leva niso uspeli zakljuĉiti. 
 
4.4.3.1.2 Individualni prehranjevalni testi brez in z izbiro hrane 
 
4.4.3.1.2.1 Stopnja prehranjevanja v prehranjevalnem testu brez izbire hrane 
 
Stopnja prehranjevanja enakonoţcev v individualnem prehranjevalnem testu brez izbire 
hrane v tretmajih z TiO2 (RD3) ni bila statistiĉno znaĉilno razliĉna od kontrolne skupine 
(Mann-Whitney U test, p < 0,05) in ni kazala koncentracijske odvisnosti (Slika 61).  
 
 
Slika 61: Stopnja prehranjevanja enakonoţcev Porcellio scaber v 14-dnevni izpostavitvi hrani, 
onesnaţeni s titanovim dioksidom RD3 (TiO2 RD3) v individualnem prehranjevalnem testu brez izbire 
hrane. V testu smo uporabili štiri nominalne koncentracije TiO2: 0, 0,1; 0,5 in 1 g kg
-1
 suhe hrane, ki 
oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), 
povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa ţivali); število ţivali v posameznem tretmaju (n =). 
Figure 61: Feeding rate of isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to TiO2 (RD3)-
treated food in the individual feeding test. Four nominal concentrations were used: 0, 0.1, 0.5, and 1 g 
TiO2 kg
-1
 dry food. Symbols on the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), 
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4.4.3.1.2.2 Indeksi prehranjevanja v individualnem prehranjevalnem testu z izbiro hrane 
 
V individualnem prehranjevalnem testu z izbiro hrane smo uporabili dve vrsti TiO2, 
rutilni TiO2 (RD3) in anatazni nTiO2 (Sigma Aldrich) z nominalno koncentracijo 1 g 
TiO2 kg
-1
 suhe hrane. Testni pogoji in soĉasna izpostavitev enakonoţcev kontrolni hrani 
in hrani, onesnaţeni s posameznim (n)TiO2 v tretmajih 0-RD3 in 0-SA, niso imeli 
statistiĉno znaĉilnega vpliva na nobenega od izbranih indeksov prehranjevanja v 
primerjavi s kontrolo 0-0 (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 62A‒D). Le soĉasna 
izpostavitev enakonoţcev obema vrstama (n)TiO2 v tretmaju RD3-SA je imela 
statistiĉno pomemben vpliv na njihovo stopnjo prehranjevanja in iztrebljanja, ki sta bili 
 
 
Slika 62: Prehranjevalni indeksi (stopnja prehranjevanja (A), stopnja iztrebljanja (B), uĉinkovitost 
asimilacije hrane (C) in sprememba biomase (D)) pri enakonoţcih Porcellio scaber po 14-dnevni 
izpostavitvi hrani, onesnaţeni z enim od dveh materialov titanovega dioksida (nTiO2) v individualnem 
prehranjevalnem testu z izbiro hrane. Uporabili smo pigmentni TiO2 RD3 („RD3‟) in nanopartikulatni 
nTiO2 Sigma Aldrich („SA‟) s koncentracijo 1 g kg
-1
 suhe hrane. Za pozitivno kontrolo (+K) smo 




 suhe hrane) v kombinaciji s kontrolno hrano. Oznake okvirja z roĉaji 
predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa ţivali); 
število ţivali v tretmaju (n =); preĉna (rdeĉa) ĉrta oznaĉuje 0 % spremembo biomase; statistiĉne razlike 
med kontrolo in glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)). 
Figure 62: Feeding parameters (feeding rate (A), defecation rate (B), food assimilation efficiency (C), and 
biomass change (D)) of isopods Porcellio scaber in 14 days individual food selection test with two types 
of titanium dioxide (TiO2, 1 g kg
-1
 dry food): pigment TiO2 RD3 („RD3‟) and nanoparticulate nTiO2 




 dry food) was used as positive control (+K). 
Symbols on the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), 
outliers (-); fresh body weight (STŢ); number of specimens in each test group (n =); horizontal (red) line 
indicates 0 % biomass change; statistical differences between control and treatments according to Mann-
Whitney U test (p < 0.05 (*), p < 0.01 (**)). 
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niţji v primerjavi s kontrolnim tretmajem 0-0 (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 
62A, B). Pozitivna kontrola (+K) ni imela statistiĉno znaĉilnega vpliva na stopnjo 
prehranjevanja, stopnjo iztrebljanja in spremembo biomase enakonoţcev, kar je v 
skladu z internimi rezultati naše raziskovalne skupine (Slika 62A, B, D). Opazili pa 
smo, da je bila uĉinkovitost asimilacije hrane v enakonoţcih iz pozitivne kontrole 
znaĉilno višja v primerjavi s kontrolo (Mann-Whitney U test, p < 0,01) (Slika 62C). 
 
Izbiro hrane med kontrolno hrano (Slika 63, beli stolpci, 0) in hrano, onesnaţeno z TiO2 
RD3 in nTiO2 Sigma Aldrich (Slika 63, svetlo in temno sivi stolpci, resp.), enakonoţcev 
smo predstavili kot stopnjo prehranjevanja za posamezno vrsto hrane v tretmaju (Slika 
63A) in kot deleţ izbire posamezne vrste hrane glede na skupno stopnjo prehranjevanja 
(Slika 63B). Rezultati prehranjevalnega testa z izbiro hrane kaţejo, da enakonoţci niso 
jasno izbirali med hrano, onesnaţeno s posameznim (n)TiO2, in neonesnaţeno hrano v 
tretmajih 0-RD3 in 0-SA, ali obema vrstama (n)TiO2 v tretmaju RD3-SA (Student t test, 
p < 0,05) (Slika 63A, B). Enakonoţci namreĉ onesnaţene hrane niso raje izbirali in se je 
niti niso izogibali v primerjavi z neonesnaţeno hrano.  
 
 
Slika 63: Stopnja prehranjevanja (A) in izbira hrane (B) enakonoţcev Porcellio scaber, ki so bili 14 dni 
izpostavljeni v individualnem prehranjevalnem testu z izbiro hrane. Enakonoţci so soĉasno izbirali med 
kontrolno hrano (beli stolpci, 0) in hrano, tretirano z TiO2 RD3 („RD3‟, svetlo siva) in/ali nTiO2 Sigma 
Aldrich („SA‟, temno siva) s koncentracijo 1 g kg
-1
 suhe hrane. Za pozitivno kontrolo (+K, roza) smo 




 suhe hrane) v kombinaciji s kontrolno hrano. Grafikon (A) 
predstavlja stopnjo prehranjevanja za posamezno vrsto hrane v tretmaju. Izbira hrane (B) je prikazana s 
sestavljenimi stolpci, ki kaţejo stopnjo prehranjevanja za posamezno vrsto hrane, ta pa je podana kot 
deleţ skupne stopnje prehranjevanja (v %). Zvezdice oznaĉujejo statistiĉne razlike v stopnji 
prehranjevanja oz. izbiri med kontrolno in onesnaţeno hrano glede na Student t test (p < 0,001 (***)); 
število ţivali v posameznem tretmaju (n=); preĉna (rdeĉa) ĉrta oznaĉuje hipotetiĉno vrednost izbire 50 %. 
Figure 63: Feeding rate (A) and food selection (B) of isopods Porcellio scaber in chronic food selection 
test. Isopods were simultaneously exposed to control (white bars, 0) and TiO2-treated food, either with 
pigment TiO2 RD3 („RD3‟, grey bars) and/or nanoparticulate nTiO2 Sigma Aldrich („SA‟, dark grey bars) 
in concentration of 1 g kg
-1
 dry food. (A) Feeding rate for individual type of food. (B) Food selection for 
individual type of food given as percentage values of total consumed food (±SE). Asterisks indicate 
statistical differences between control and treated food according to Student's t test (p < 0.01 (**)); 
horizontal (red) line indicates hypothetical value of 50 % selection. 
 
Primerjava deleţev izbire posamezne vrste hrane glede na skupno stopnjo 
prehranjevanja v tretmaju +K (roza stolpci) je pokazala, da je pozitivna kontrola imela 
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statistiĉno znaĉilni vpliv na izbiro hrane, saj so se enakonoţci izogibali hrane, ki je bila 




 suhe hrane (Student t test, p < 0,001) (Slika 63A, B). Ta 
rezultat je v skladu z internimi rezultati naše raziskovalne skupine.  
 
4.4.3.1.3 Skupinski prehranjevalni test z izbiro hrane  
 
Tudi v skupinskem prehranjevalnem testu z izbiro hrane smo uporabili dve vrsti 
(n)TiO2, rutilni TiO2 (RD3) in anatazni nTiO2 (Sigma Aldrich), z nominalno 
koncentracijo 1 g nTiO2 kg
-1
 suhe hrane. Testni pogoji in soĉasna izpostavitev 
enakonoţcev kontrolni hrani in hrani, onesnaţeni s posameznim (n)TiO2 v tretmajih 0-
RD3 in 0-SA, ali obema vrstama nTiO2 v tretmaju RD3-SA, niso imeli statistiĉno 
znaĉilnega vpliva na izbiro hrane (Student t test, p < 0,05), ki smo jo predstavili kot 
deleţ izbire posamezne vrste hrane glede na skupno stopnjo prehranjevanja (Slika 64). 
Enakonoţci namreĉ onesnaţene hrane z (n)TiO2 niso niti raje izbirali in se je niti niso 
izogibali v primerjavi z neonesnaţeno hrano. Agregacijskega vedenja nismo opazili, saj 
je bila izbira dokaj enotna v vseh treh ponovitvah v posameznem tretmaju. 
 
 
Slika 64: Izbira hrane enakonoţcev Porcellio scaber, ki so bili 14 dni izpostavljeni v skupinskem 
prehranjevalnem testu z izbiro hrane. Skupina 10 enakonoţcev je soĉasno izbirala med kontrolno hrano 
(beli stolpci, 0) in hrano, tretirano z TiO2 RD3 („RD3‟, svetlo siva) ali nTiO2 Sigma Aldrich („SA‟, temno 
siva) s koncentracijo 1 g kg
-1
 suhe hrane. Izbira hrane je prikazana s sestavljenimi stolpci, ki kaţejo 
stopnjo prehranjevanja za posamezno vrsto hrane, ta pa je podana kot povpreĉni deleţ skupne stopnje 
prehranjevanja treh ponovitev ±SE (v %); preĉna (rdeĉa) ĉrta oznaĉuje hipotetiĉno vrednost izbire 50 %. 
Figure 64: Food selection of isopods Porcellio scaber in chronic group food selection test. Group of 10 
isopods was simultaneously exposed to control (white bars, 0) and TiO2-treated food, either with pigment 
TiO2 RD3 („RD3‟, grey bars) or nanoparticulate nTiO2 Sigma Aldrich („SA‟, dark grey bars) in 
concentration of 1 g kg
-1
 dry food. Food selection for individual type of food given as percentage values 
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4.4.3.2 Individualni test z izbiro prsti 
 
V individualnem testu z izbiro prsti smo uporabili dve vrsti (n)TiO2, rutilni TiO2 (RD3) 
in anatazni nTiO2 (Sigma Aldrich), z nominalno koncentracijo 1 g TiO2 kg
-1
 suhe prsti. 
Rezultate testa izbire med kontrolno prstjo in prstjo, onesnaţeno s posameznim (n)TiO2 
v tretmajih 0-RD3 in 0-SA, ali obema vrstama (n)TiO2 v tretmaju RD3-SA, smo 
predstavili s sestavljenimi stolpci, ki predstavljajo povpreĉni deleţ ţivali na kontrolni 
(0, beli stolpci) in onesnaţeni prsti (sivi stolpci) ob koncu 48 h izpostavitve (Slika 65). 
 
Primerjava deleţev ţivali na posamezni vrsti prsti je pokazala, da so se enakonoţci raje 
nahajali na kontrolni prsti v tretmajih 0-RD3 in 0-SA glede na Student t test (p < 0,01; p 
< 0,001, resp.) (Slika 65). V tretmaju RD3-SA so enakonoţci raje izbrali prst, ki je bila 
onesnaţena z rutilnim TiO2 RD3 v primerjavi z anatazno obliko nTiO2 (Sigma Aldrich) 
(Student t test, p < 0,05) (Slika 65). 
 
 
Slika 65: Izbira prsti enakonoţcev Porcellio scaber, ki so bili 48 h izpostavljeni v individualnem testu 
izbire prsti. Enakonoţci so soĉasno izbirali med kontrolno prstjo (beli stolpci, 0) in prstjo, tretirano z TiO2 
RD3 („RD3‟, svetlo siva) ali nTiO2 Sigma Aldrich („SA‟, temno siva) s koncentracijo 1 g kg
-1
 suhe prsti. 
Izbira prsti (v %) je prikazana s sestavljenimi stolpci, ki predstavljajo povpreĉni deleţ ţivali na kontrolni 
(0, beli stolpci) in onesnaţeni prsti (sivi stolpci) ob koncu izpostavitve (±SE). Zvezdice oznaĉujejo 
statistiĉne razlike v izbiri med kontrolno in onesnaţeno prstjo glede na Student t test (p < 0,05 (*); p < 
0,01 (**); p < 0,001 (***)); preĉna (rdeĉa) ĉrta oznaĉuje hipotetiĉno vrednost izbire 50 % selection.  
Figure 65: Soil selection of isopods Porcellio scaber that had been exposed in individual soil selection 
tests for 48 h. Isopods were simultaneously exposed to control (0, white bars) and (n)TiO2-treated soil, 
either with pigment TiO2 RD3 („RD3‟, grey bars) or nanoparticulate nTiO2 Sigma Aldrich („SA‟, dark 
grey bars) in concentration of 1 g kg
-1
 dry soil. Soil selection is given as percentage values of animals 
distributed on clean or (n)TiO2-treated soil after 48 h (±SE). Asterisks indicate significant differences 
between soil selection of control and treated soil according to Student‟s t test: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), 









Kos M. Nevrotoksiĉnost izbranih nanomaterialov za modelne nevretenĉarje.  





5.1 LASTNOSTI TESTNIH NANOMATERIALOV  
 
V naši doktorski nalogi smo medonosne ĉebele A. m. carnica in kopenske enakonoţce 
P. scaber izpostavili dvema NM nAg in nCeO2 (NanoMile ali Sigma Aldrich, resp.), 
enakonoţce pa tudi pigmentni in nanopartikulatni obliki (n)TiO2 (RD3 in Sigma 
Aldrich, resp.). Izbrani NM imajo razliĉno kemijsko zgradbo, fizikalno-kemijske 
lastnosti in se med seboj razlikujejo po topnosti v vodnih medijih pri normalnih 
(fizioloških) pogojih. Topnost je termodinamski parameter, ki doloĉa raztapljanje. 
Raztapljanje je en najpomembnejših (bio)transformacijskih procesov, ki pogojuje 
usodo, transport, biodostopnost in strupenost NM, tako v organizmih kot tudi v okolju 
(Batley in sod., 2012; Boyes in sod., 2012; Romih in sod., 2016b). Nekateri kovinski in 
kovinski oksidni NM, kot je nAg, so topni v vodnih medijih pri normalnih (fizioloških) 
pogojih zaradi oksidacije površine, zaradi ĉesar se s ĉasoma z delcev sprošĉajo srebrovi 
ioni (Boily in sod., 2012; McShan in sod., 2014; Romih in sod., 2016b). Za druge 
kovinske in kovinske oksidne NM, kot sta nCeO2 in (n)TiO2, pa je znaĉilno, da so v 
vodnih medijih pri normalnih (fizioloških pogojih) zelo slabo topni ali celo netopni 
(Brunner in sod., 2006; Batley in sod., 2012; Boily in sod., 2012; Ivask in sod., 2014). 
Topnost in hitrost raztapljanja sta odvisni od intrinziĉnih fizikalno-kemijskih lastnosti 
NM, medija in pogojev shranjevanja NM disperzij, lahko pa jo zmanjšajo površinske 
prevleke NM in dodani stabilizatorji (Misra in sod., 2012). Nismo pa pozabili na 
moţnost, da so v disperzijah lahko prisotne Ag
+
-ionske zvrsti ali druge neĉistoĉe kot 





, zato ni redkost, da so Ag
+
 ioni prisotni v disperziji kot ostanki od sinteze zaradi 
nezadostnega ĉišĉenja. Vsebnost prostih Ag
+
 ionov pa je nato odvisna od vrste in 
koliĉine stabilizatorja (Zhang in sod., 1996; Wang in sod., 2005). Tudi naša disperzija 
nAg je imela visok deleţ Ag
+
-ionskih zvrsti (47,63±1,90 % v MQ), ki so bile v 
disperziji prisotne kot ostanki sinteze ţe od samega zaĉetka, saj se deleţ ionskih zvrsti 
ni spreminjal in je bila enaka disperzija nAg zelo stabilna v obdobju 2 let (Zou in sod., 
2015; Böhme in sod., 2015; Jemec in sod., 2016c; Kos in sod., 2016; Romih in sod., 
2016b). Pri tem je imel verjetno pomembno vlogo polimerni stabilizator PVP, ki je bil 
dodan disperziji nAg (Romih in sod., 2016b). Na drugi strani pa so bili nCeO2 
(NanoMile) sintetizirani v procesu superkritiĉne fluidne sinteze, ki mu je sledilo 
temeljito spiranje nezreagiranih zvrsti, zato je disperzija vsebovala zelo majhen deleţ 
Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti (Kos in sod., 2017). Med našimi testnimi NM je le disperzija nAg 
vsebovala stabilizator, ostale disperzije pa so bile brez dodanih stabilizatorjev, kar 
pomeni, da v disperzijah ni bilo dodanih funkcionalnih skupin ali kemikalij, ki bi lahko 
vplivale na testne organizme. V testih, v katerih smo uporabili nAg, loĉenih testov s 
stabilizatorjem PVP nismo naredili, saj sta bili vrsta in koncentracija PVP v disperziji 
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V nanotoksikologiji je zato izjemnega pomena temeljita karakterizacija disperzij NM, 
da ugotovimo, ali so opaţeni biološki uĉinki posledica delovanja in unikatnih lastnosti 
NM samih, ali so posledica sprošĉenih ionskih zvrsti, ali pa celo kombinacija obojega 
(Misra in sod., 2012; Bondarenko in sod., 2016; Romih in sod., 2016a, b). Namreĉ, 
obiĉajno je tako, da pri NM, ki se raztapljajo, opaţene kvarne uĉinke pripišemo 
odtopljenim ionom (Ivask in sod., 2014; Romih in sod., 2016a, b). So pa nekatere 
toksikogenomske študije in študije molekularnih profilov pokazale, da raztapljanje NM 
ne more pojasniti vseh kvarnih uĉinkov NM na organizme, saj lahko kovinski NM in 
ustrezajoĉe kovinske soli v ekvimolarnih koncentracijah sproţijo znaĉilno razliĉne 
vzorce ekspresije genov (Ivask in sod., 2014; Romih in sod., 2016a). Slednje bi morda 
lahko deloma pojasnili z dejstvom, da je proces raztapljanja NM poĉasen in ionske 
zvrsti postopoma obremenijo celiĉne procese, medtem ko jih ioni kovinskih soli na 
enkrat. Uporaba NM, ki so netopni v vodnih medijih pri normalnih (fizioloških) 
pogojih, kot sta nCeO2 in nTiO2, ima zato svoje prednosti, saj opaţene biološke uĉinke 
pripišemo delovanju in/ali unikatnim lastnostim NM brez moteĉih procesov raztapljanja 
delcev (Boyes in sod., 2012). 
 
V naši doktorski nalogi smo za namen karakterizacije prisotnosti ionskih zvrsti 
uporabili metodo analitskega ultracentrifugiranja, ki pa ni popolna, saj metoda detekcije 
kovin ne razlikuje med odtopljenimi ioni in ionskimi kompleksi. Romih in sod. (2016b) 
so naredili temeljito karakterizacijo naše disperzije nAg. Z uporabo voltametrije in 
potenciometrije smo pokazali, da so v vodni disperziji poleg nAg prisotni tudi Ag
+
-PVP 
kompleksi in prosti Ag
+
 ioni. Podobne karakterizacije za ostale testirane NM nismo 
naredili in zato prisotnosti vseh ionskih kompleksov ne poznamo. V doktorski nalogi 
smo zato za ione, ki se odtapljajo s površine nanodelcev, uporabili bolj primeren izraz 
“ionske zvrsti”. Z analizo smo pokazali, da je v našem primeru ţe izhodišĉna disperzija 
nAg vsebovala velik deleţ Ag
+
-ionskih zvrsti, ki je znašala 41,3-61,4 % v 1,5 M 
raztopini saharoze (v poskusih s ĉebelami) in 47,63±1,90 % v MQ (v poskusih z 
enakonoţci). Nasprotno pa so disperzije nCeO2 vsebovale zelo majhne deleţe Ce
3+/4+
-
ionskih zvrsti, ki so znašale 0,086-0,86 % v disperzijah nCeO2 (NanoMile) iz poskusov 
s ĉebelami; in 0,33±0,10 % v disperzijah nCeO2 (Sigma Aldrich) iz poskusov z 
enakonoţci. V disperzijah (n)TiO2 (RD3 in Sigma Aldrich), ki smo jih uporabili v 
poskusih z enakonoţci, nismo doloĉali vsebnosti ionskih zvrsti. 
 
V naši nalogi smo se poleg razliĉnih fizikalno-kemijskih medtod posluţili tudi biološke 
karakterizacije disperzij NM z namenom, da bi ocenili biodostopnost in biološko 
reaktivnost NM. Za to smo uporabili akutni strupenostni test s solinskimi raki A. 
franciscana, ki temelji na doloĉanju negibnosti navplijev po 48 h izpostavitvi testni 
kemikaliji. V okviru tega smo pripravili standardizirani test z NM in ga validirali v 
mednarodni medlaboratorijski študiji (Kos in sod., 2016), danes pa je ţe vkljuĉen v ISO 
standard (ISO TS 207870, 2017). Rezultati so pokazali, da so bili nAg biodostopni za 
navplije solinskih rakov, saj so imeli najveĉji negativni biološki vpliv, ki je bil moĉno 
pogojen s svetlobnimi pogoji v poskusu, saj je srebro fotoreaktivno. V naših poskusnih 
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pogojih so imeli nCeO2, nTiO2 (Sigma Aldrich) in TiO2 (RD3) zanemarljiv vpliv na 
preţivetje in mobilnost navplijev solinskih rakov. 
 
5.2 RAZPRAVA REZULTATOV NA ĈEBELAH 
 
5.2.1 Uvod v razpravo rezultatov na čebelah  
 
Ena glavnih nalog ĉebel delavk je iskanje in prinašanje hrane ĉebelji druţini in zato 
morajo ĉebele poleteti na pašo, med katero pridejo v stik z razliĉnimi okoljskimi 
kompartmenti (delci v zraku, vodnimi telesi, prstjo, vegetacijo) (Devillers, 2003; Celli 
in Maccagnani, 2003; Badiou-Beneteau in sod., 2013). Moţno je, da ĉebele na svoji poti 
pridejo v stik tudi s proizvedenimi NM, kot so nAg, nCeO2 in (n)TiO2, ki v okoljske 
kompartmente vstopajo po razliĉnih poteh: z nanognojili in nanopesticidi (Kah in 
Hofmann, 2014; Derbalah in sod., 2014; Kah, 2015; Brown in sod., 2016), z 
odlaganjem aktivnega in trdnega blata iz ĉistilnih naprav na kmetijske površine in 
odlagališĉa, z neposrednimi izpusti prometa, industrije, ĉistilnih naprav, seţigalnic 
odpadkov in iz gospodinjstev (Batley in sod., 2012; Gottschalk in sod., 2015; Keller in 
Lazareva, 2014). Zaradi svoje majhnosti se lahko prenašajo kot aerosoli na daljše 
razdalje in se nato odlagajo na tla, vodne sisteme in bioto (Batley in sod., 2012). Glede 
na navedeno so ĉebele lahko izpostavljene NM na razliĉne naĉine, in sicer s pašo na 
onesnaţenih virih hrane in vodnih telesih, z vdihavanje delcev v zraku ali pa z 
oprijemanjem delcev na telesno površino (Celli in Maccagnani, 2003; Mommaerts in 
sod., 2012; Boyes in sod., 2015; Bhattacharyya in sod., 2016).  
 
V naši nalogi smo se pri ĉebelah odloĉili za izpostavitev onesnaţeni hrani in enako so 
ravnali tudi v vseh dosedanjih študijah (Özkan in sod., 2014; Dağlioğlu in sod., 2015, 
2016; Borsuk in sod., 2013; Glavan in sod., 2016; Jemec in sod., 2016b; Kos in sod., 
2017; Glavan in sod., 2018), ki smo jih povzeli v Prilogi A. Izpostavitev ĉebel smo 
izvedli v kroniĉnih 9-dnevnih prehranjevalnih testih brez izbire hrane in akutnih 24-
urnih prehranjevalnih testih z izbiro hrane. Prehranjevalni testi so sledili protokolom, ki 
so nam omogoĉili spremljanje skupne stopnje prehranjevanja in preţivetja ĉebel, 
izbirnega/izogibalnega vedenja in drugih sprememb v vedenju. 
 
V kroniĉnih prehranjevalnih testih smo testirali 4 kemikalije, organofosfatni insekticid 
diazinon, AgNO3, nAg in nCeO2 (Preglednica 2). Prehranjevalni poskus z diazinonom 
je bil prvi v vrsti poskusov s ĉebelami. Diazinon je specifiĉni inhibitor AChE, zato smo 
ga uporabili kot pozitivno kontrolo in za karakterizacijo AChE v tkivnih homogenatih iz 
3 telesnih kompartmentov ĉebel (glav, trupov in vzorcev hemolimfe). Te rezultate smo 
objavili v študiji Glavan in sod. (2018), v razpravo pa smo jih vkljuĉili v sklopu 
razprave o biokemijskih odzivih. Poskusu z diazinonom so sledili kroniĉni 
prehranjevalni testi nAg in nCeO2. Nanodelci Ag sodijo med NM, za katere je znaĉilno, 
da se z delcev odtapljajo ionske zvrsti. V namen testiranja vpliva ionskih zvrsti na 
opazovane biomarkerje smo ĉebele izpostavili tudi le ionski obliki srebra, vir srebrovih 
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kationov pa je bila sol AgNO3. Prehranjevalni test z AgNO3 smo izvedli z dnevom 
zamika za testom z nAg zaradi laţje obvladljivosti obeh poskusov. Tudi rezultate za obe 
srebrovi zvrsti (nAg in AgNO3) smo za veĉjo preglednost predstavili loĉeno, diskusijo 
pa smo zdruţili. Poletne ĉebele smo izpostavili srebrovim zvrstem ali nCeO2 v 1,5 M 
raztopini saharoze v 6 nominalnih koncentracijah 0, 2, 10, 50, 250 in 500 mgL
-1
. 
Zimske ĉebele pa smo izpostavili testnim kemikalijam z nominalno koncentracijo 0, 50 
mg Ag L
-1
, 250 mg nAg L
-1
 in 250 mg nCeO2 L
-1
 1,5 M raztopine saharoze. Te 
nominalne koncentracije so temeljile na rezultatih kroniĉnih prehranjevalnih testov s 
poletnimi ĉebelami. Z akutnimi 24-urnimi prehranjevalnimi testi z izbiro hrane smo pri 
poletnih ĉebelah preverili sposobnost zaznave, preference ali izogibanja hrani, ki je 
vsebovala razliĉne koncentracije posamezne testne kemikalije, in sposobnost izbire med 
neonesnaţeno in onesnaţeno hrano (Preglednica 3). Prehranjevalne teste z izbiro hrane 
smo izvedli s tremi testnimi kemikalijami nAg, AgNO3 in nCeO2 v enakih nominalnih 
koncentracijah, kot smo jih uporabili v kroniĉnih prehranjevalnih testih s poletnimi 
ĉebelami. 
 
5.2.2 Pot izpostavitve čebel in vzroki za opaţene odzive  
 
V poskusih smo ĉebele hranili z raztopino saharoze, ki so ji bile dodane testne 
kemikalije, zato je glavna pot izpostavitve potekala preko prebavila. V naših poskusnih 
pogojih izpostavitev preko dihal ni bila verjetna, saj so bile testne kemikalije ponujene v 
obliki vodnih disperzij in poleg tega tudi niso bile hlapljive (niti diazinon, kar smo 
potrdili eksperimentalno). Hrano smo ponudili v brizgah s pol odprtimi konicami. Tak 
naĉin je omogoĉal nemoteno in ĉisto hranjenje, a so bile brizge odprte ravno dovolj, da 
so se ĉebele lahko hrane dotikale z nogami in antenami, kar bi lahko vodilo do 
onesnaţenja telesne površine med ĉistilnim vedenjem. Zaradi tega in izsledkov v 
literaturi (Bhattacharyya in sod., 2016) smo predpostavili moţnost izpostavitve preko 
telesne površine. Podrobna analiza površine ĉebel A. dorsata fabricius je pokazala 
adsorbcijo nanodelcev kalcijevega silikata in kalcijevega fosfata (Bhattacharyya in sod., 
2016), kar kaţe na to, da odlaĉena in voskasta telesna površina ĉebel omogoĉa 
adsorbcijo anorganskih delcev. Vstop adsorbiranih nanodelcev s penetracijo skozi 
intaktni integument ĉebel je manj verjeten (Boyes in sod., 2012), saj debela kutikula 
verjetno ne omogoĉa znatnejšega vnosa snovi v telo. Znano pa je, da lahko lipofilne ali 
hlapljive snovi, kot so pesticidi in farmacevtiki, prehajajo v telo tudi skozi telesno 
površino ĉebel (OECD, 1998; Barron in sod., 2007). Adsorbirani NM bi lahko vplivali 
na kemorecepcijo, izzvali draţenje telesne površine in povzroĉili mehanske motnje pri 
ĉebelah. Slednje bi lahko vplivalo na motoriĉno vedenje, kot v primeru vinskih mušic 
D. melanogaster zaradi moĉne adsorbcije NM ĉrnega ogljika in ogljikovih cevk na 
telesno površino (Liu in sod., 2009). Po temeljiti analizi površine glav in trupov ĉebel iz 
tretmajev z nAg (500 mgL
-1
) in nCeO2 (50 mgL
-1
) nismo našli adsorbiranih nanodelcev 
nAg oz. nCeO2, kar pomeni, da ĉebele v naših poskusnih pogojih niso bile izpostavljene 
preko telesne površine (Slika 21 in Priloga F1‒19 ter Slika 34 in Priloga G1‒3, resp.). 
Obenem pa to tudi pomeni, da nanodelci z adsorbcijo na antene in ustne okonĉine niso 
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mehansko ovirali prehranjevanja ĉebel ali motili olfaktorne in gustatorne zazanave 
hrane. 
 
Glavna pot izpostavitve testnim kemikalijam je bila torej preko prebavnega sistema, ki 
se pri ĉebelah v veĉjem delu nahaja v zadku (Slika 3). Ĉrevesni epitel vzdolţ celotne 
prebavne cevi je sestavljen iz ene plasti celic, ki ga na apikalni strani v sprednjem in 
zadnjem ĉrevesu prekriva kutikula. V srednjem ĉrevesu, v ventrikulusu (Slika 3), poteka 
glavnina prebavnih procesov in absorbcija hranil, zato v tem delu epitel ne prekriva 
kutikula (Winston, 1987; Chapman, 1998). Namesto kutikule pa srednje ĉrevo izloĉa 
peritrofno ovojnico in njena prepustnost je odvisna od proteoglikanov (Chapman, 1998; 
Resh in Carde, 2003; Snodgrass, 1910). Eksperimentalni dokazi na razliĉnih ţuţelkah 
kaţejo, da ima ovojnica velikostno omejitev za prehod delcev skozi njo, ki naj bi bla 
med 4,5 in 35 nm (Chapman, 1998; Resh in Carde, 2003). Obstajajo tudi dokazi, da 
ovojnica prepreĉuje prehod mikroorganizmov in tako nudi zašĉito pred patogeni 
(Chapman, 1998). V sprednjem in zadnjem ĉrevesu pa epitelne celice niso udeleţene v 
absorbciji hranil (Chapman, 1998; Snodgrass, 1910). Kutikula, ki prekriva epitel, naj bi 
bila nepropustna za polisaharide, inulin (5200 kDA, premer 3 nm) in druge velike 
makromolekule (npr. ouabain, 585 kDA) (Maddrell in Gardinger, 1980). Raziskave, ki 
so jih naredili na šĉurkih in liĉinkah metuljev, so pokazale, da je epitel zadnjega ĉrevesa 
tanek (10 µm) in bolj prepusten v primerjavi s sprednjim ĉrevesom (Chapman, 1998). 
Na koncu zadnjega ĉrevesa poteka absorbcija vode in ionov iz neprebavljene hrane, ki 
se zbere v rektumu (Snodgrass, 1910). V naših poskusih so ĉebele tekom 
prehranjevalnih testov zadrţevale vsebino prebavila in se v testnih kletkah niso 
iztrebljale. Za zdrave ĉebele je namreĉ znaĉilno higieniĉno vedenje, zaradi katerega se v 
zaprtih prostorih, kot je tudi panj, ne iztrebljajo. Ĉebele so temu anatomsko prilagojene, 
saj rektum lahko sprejme veliko koliĉino vsebine (Carreck in sod., 2013; Winston, 
1987) še posebej pri mladih delavkah in zimskih ĉebelah, ki zaradi nalog in/ali 
neugodnih razmer ne zapušĉajo pogosto panja v primerjavi s pašnimi ĉebelami 
(Winston, 1987). To pomeni, da so povpreĉne zauţite doze pri ĉebelah, ki smo jih 
izraĉunali (Preglednica 12, 14, 16), pomenile tudi povpreĉne vsebnosti posameznih 
testnih snovi v prebavilu ĉebel ob koncu izpostavitev, ki so izzvale opaţene biološke 
uĉinke.  
 
Ker je prebavna cev ĉebel deloma prekrita s kutikulo in v srednjem delu tudi zašĉitena s 
peritrofno ovojnico, pri odraslih ĉebelah ne priĉakujemo neposrednega stika med 
vsebino prebavila in epitelom prebavila. Glede na velikosti nAg in nCeO2 (Preglednica 
5 in 6, resp.), ki smo jih izmerili v disperzijah, se nanodelci verjetno niso pasivno 
transportirali skozi peritrofno ovojnico. Res pa je, da bi bile lahko hidrodinamske 
velikosti NM v ĉrevesnem soku zaradi (bio)transformacij drugaĉne od tistih, ki smo jih 
izmerili v izvornih diperzijah. Poleg tega pa se NM agregirajo in aglomerirajo v 
kompleksnih medijih (Batley in sod., 2012; Boyes in sod., 2012; Lowry in sod., 2012), 
kot je tudi ĉrevesni sok, zato je še manjša verjetnost za pasivni prehod nanodelcev skozi 
ĉrevesno bariero. Pasivni transport pa bi bil moţen v primeru, ĉe bi prišlo do poškodb 
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peritrofne ovojnice in epitelnih barier. Ĉe pa bi prišlo do poškodb peritrofne ovojnice, bi 
se nanodelci lahko internalizirali v epitelne celice po endocitozni poti (Manshian in 
sod., 2015), ki je dobro poznana pot vstopa patogenih bakterij (Buchon in sod., 2013). 
V primeru, da bi NM poškodovali membranske lipide in proteine, kar bi lahko vodilo do 
destabilizacije apikalnih celiĉnih membran zaradi poveĉanja prepustnosti in indukcije 
depolarizacije (Mu in sod., 2014), bi lahko direktno vstopili v epitelne celice, kot so 
predlagali v študijah na enakonoţcih in vinskih mušicah (Novak in sod., 2012a, c; 
Pandey in sod., 2013, resp.). Do poškodbe celiĉnih membran bi v primeru nAg in 
nCeO2 lahko prišlo zaradi razliĉnih vzrokov, na primer zaradi mehanskega draţenja, 
adhezije NM na membrane ali pa oksidativnega stresa, do katerega lahko pride zaradi 
oksidacije površine nAg in odtapljanja Ag
+
 ionov (Kumar in Münstedt, 2005) oz. zaradi 
redoks aktivne površine v kristalni strukturi nCeO2, v kateri cerijevi atomi spontano 
prehajajo med reducirano (Ce
3+
) in oksidirano (Ce
4+
) obliko (Andreescu in sod., 2014; 
Dahle in Arai, 2015). 
 
Študije, ki so pokazale prehod in internalizacijo NM v epitel prebavila pri ţuţelkah po 
izpostavitvi onesnaţeni hrani, so maloštevilĉne, pa še te so bile veĉinoma narejene le na 
liĉinkah dvokrilcev ali metuljev. V študijah na liĉinkah vinskih mušic D. melanogaster 
so opazili internalizacijo NM Au s citratno obleko (Pompa in sod., 2011), amorfnega 
SiO2 (Pandey in sod., 2013) in nCeO2 (Alaraby in sod., 2015) v epitelne celice 
srednjega ĉrevesa. Internalizirane NM Au so opazili v endosomih v obliki agregatov ali 
posameznih delcev (Pompa in sod., 2011), medtem ko so bili internalizirani nCeO2 
prosti v citosolu (Alaraby in sod., 2015). Internalizirane NM amorfnega SiO2 pa so 
opazili tako v endosomih kot tudi v obliki prostih delcev v citosolu (Pandey in sod., 
2013). Slednje so pojasnili z direktnim prehodom skozi apikalne celiĉne membrane 
celic srednjega ĉrevesa, obenem pa so dopustili tudi moţnost, da so bili prosti NM 
ostanki razpadlih endosomov (Pandey in sod., 2013). Internalizacijo NM SiO2 v 
srednjem ĉrevesu mušic so spremljale tudi histološke spremembe (tanjšanje in krajšanje 
mikrovilov), destabilizacija apikalnih membran, povišana lipidna peroksidacija, 
povišane aktivnosti encimov, ki so udeleţeni v oksidativnem stresu (CAT, SOD, GST) 
ter aktivacija Hsp proteinov in kaspaz, ki so udeleţeni v apoptozi (Pandey in sod., 
2013). Podobne spremembe so opazili tudi v liĉinkah moljev Achaea janata po 
hranjenju z listi klošĉevca, ki so bili onesnaţeni z nAg s PVP obleko. V srednjem 
ĉrevesu so opazili internalizirane nAg, ki so bili vidni v citosolu, mitohondrijih, 
endoplazemskem retikulumu in jedru; in izmerili povišane aktivnosti antioksidativnih 
encimov (CAT, SOD, GST, glukozidaz, karboksilesteraz in peroksidaz), ki so jih 
pripisali od nAg-povzroĉenemu oksidativnemu stresu (Yasur in Rani Pathipati, 2015). 
Alaraby in sod. (2015) so posamezne nanodelce nCeO2 našli tudi v hemocitih, ki so 
oĉitno uspešno prešli iz epitelnih celic srednjega ĉrevesa skozi bazalno membrano in 
serozno bariero v hemolimfo, kar pomeni, da imajo hemociti sposobnost fagocitoze in 
odstranjevanja delcev iz hemolimfe. Vendar moramo pri tej študiji upoštevati, da gre za 
liĉinke vinskih mušic, pri katerih so hemociti še posebej dovzetni za fagocitiranje 
materiala, saj v fazi bube, ki sledi, pride do popolne strukturne in anatomske 
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reorganizacije (Schlenke in sod., 2007). V vseh prej omenjenih študijah so videli, da se 
zelo majhen deleţ zauţitih nanodelcev internalizira v epitel srednjega ĉrevesa in se jih 
veĉina izloĉi z neprebavljeno hrano. Zanimivo pa v nobeni od teh študij ne razpravljajo 
in ne omenjajo ne peritrofne ovojnice ali drugih anatomskih barier niti prehoda skozi 
njih, kljub temu da so te prisotne v vseh razvojnih fazah ţuţelk.  
 
Vsi ti rezultati, ki so jih dobili na liĉinkah vinskih mušic in moljev so izjemno zanimivi, 
toda vprašanje, ki se poraja, je, kakšne vzporednice lahko potegnemo z odraslimi 
ĉebelami in našim naĉinom izpostavitve. V omenjenih študijah so bili naĉini 
izpostavitve drugaĉni od našega, saj so liĉinke izpostavili le na standardnem trdnem 
gojišĉu za gojenje vinskih mušic (Pompa in sod. 2011; Alaraby in sod., 2015), s hrano 
(5 % saharozo) (Pandey in sod., 2013), ali na listih klošĉevca (Yasur in Rani Pathipati, 
2015), kar bi se lahko odraţalo v zelo drugaĉni transformaciji testnih NM. Nadalje, pri 
ţuţelkah s popolno preobrazbo, ki je znaĉilna za vinske mušice, molje in ĉebele, se 
prebavilo med metamorfozo oblikuje de novo (Lamaitre in Miguel-Aliaga, 2013). 
Konkretno je pri vinskih mušicah dobro znano, da sta anatomska in genska organizacija 
prebavnega sistema zelo razliĉni pri liĉinkah in odraslih vinskih mušicah, kar gre 
verjetno tudi na raĉun razliĉnih diet (liĉinke grizljajo in jejo trdno hrano, odrasli pa s 
proboscisom pijejo tekoĉine) (Lamaitre in Miguel-Aliaga, 2013). Pri liĉinkah je epitel 
srednjega ĉrevesa postmitotski in ni sposoben regeneracije, medtem ko se pri odraslih 
mušicah stalno obnavlja iz zarodnih celic na bazi epitela (Lamaitre in Miguel-Aliaga, 
2013). To pa lahko pomeni, da se v primeru poškodovanih anatomskih barier ali 
destabiliziranih celiĉnih membran prepustnost prebavnega epitela pri liĉinkah spremeni 
in postane bolj dovzeten za internalizacijo nanodelcev. Poleg navedenega pa smo po 
pregledu literature ugotovili, da se zelo malo ve o sestavi, organizaciji in vlogah 
anatomskih barier (kutikule, peritrofne ovojnice in mukozne plasti) v prebavilu vinskih 
mušic, razen da so esencialne za njihovo preţivetje (Lamaitre in Miguel-Aliaga, 2013). 
Ali so lastnosti anatomskih barier pri odraslih vinskih mušicah drugaĉne kot pri odraslih 
ĉebelah, v tem trenutku ne vemo. Je pa res, da imata oba organizma zelo razliĉne dietne 
potrebe, saj so vinske mušice detritivori in se preteţno hranijo na gnijoĉem sadju 
(Lamaitre in Miguel-Aliaga, 2013), medtem ko so ĉebele herbivori, zato bi razlike v 
lastnostih anatomskih barier lahko priĉakovali.  
 
Ali lahko tudi pri odraslih ĉebelah pride do prehoda nAg in nCeO2 v in skozi epitel 
prebavila v hemolimfo, pa je stvar nadaljnjih raziskav, ki presegajo obseg te naloge. 
Vemo pa, da imajo NM lahko številne uĉinke na organizem, tudi ĉe ne pride do njihove 
internalizacije. Nanodelci bi lahko (1) prekrili notranjo površino prebavne cevi in/ali (2) 
povzroĉili lokalne poškodbe v tkivu prebavila zaradi oksidativnega stresa (Cassee in 
sod., 2011; Han in sod., 2014; Kumar in Münstedt, 2005; McShan in sod., 2014) in 
izzvali vnetje (Cassee in sod., 2011; Galloway in Depledge, 2001), kar bi lahko v obeh 
primerih zmotilo prebavne procese ter privzem hranil in bi lahko vodilo do njihovega 
pomanjkanja – t.j. stradanja pri “polni skledi” (Mommaerts in sod., 2012; Bour in sod., 
2016a, b). Slednje so predlagali Mommaerts in sod. (2012), ki so zemeljske ĉmrlje B. 
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terrestris 7 tednov hranili s hrano, onesnaţeno z NM SiO2 Ludox TMA. Pri 
izpostavljenih ĉmrljih (> 34 mgL
-1
) so opazili poškodbe in izgubo strukture epitela v 
srednjem ĉrevesu. Te spremembe je spremljala prekinitev razmnoţevalnega vedenja, ki 
so jo pripisali pomanjkanju hranil in energije zaradi energijsko zahtevnih stresnih 
mehanizmov. Zauţiti NM bi lahko vplivali na lokalno mikrobioto prebavila, ki ima pri 
ĉebelah pomembno vlogo v prebavnih procesih in proizvodnji antimikrobnih snovi 
(Babendreier in sod., 2006; Engel in sod., 2013), kar bi lahko še dodatno prispevalo k 
strupenosti NM (Han in sod., 2014). Poleg ţe omenjenih moţnosti pa ne smemo 
pozabiti, da je prebavni sistem ĉebel oţivĉen in vsakršne spremembe v njem pomenijo 
tudi potencialni draţljaj za visceralne ţivce, ki lahko signale propagirajo do ganglijev in 
moţgan. Pri ĉebelah je pri regulaciji prehranjevanja in prebave udeleţen tudi serotonin, 
ki nastopa v vlogi ţivĉnega prenašalca in nevrohormona (French in sod., 2014). 
 
Vzrok za opaţene odzive, ki so bili pri ĉebelah še posebej izraziti pri izbranih 
biokemijskih biomarkerjih, pa bi bile lahko tudi ionske zvrsti v disperzijah (Bondarenko 
in sod., 2016), ki bi se lahko privzele v srednjem ĉrevesu, kjer poteka glavnina 
absorbcije hranil, in/ali pa v rektumu, ki skrbi za absorbcijo vode in ionov (Snodgrass, 
1910). Tako so rezultate pojasnili tudi Milivojević in sod. (2015), ki so poletne ĉebele 
A. m. carnica v podobnih poskusnih pogojih izpostavili ionski (ZnCl2) ali 
nanopartikulatni obliki cinka (ZnO NM) z nominalno koncentracijo 1000 mgL
-1
. 
Izpostavitev se je odraţala v spremenjenem vzorcu prehranjevanja, povišani stopnji 
prehranjevanja, smrtnosti in povišani aktivnosti izbranih encimov (GST in AChE v VT 
frakciji) v moţganih ĉebel. Vsi odzivi pa so bili mnogo bolj izraziti pri ionski obliki 
ZnCl2, zato so tudi uĉinke, ki so jih opazili pri ĉebelah iz tretmaja z ZnO NM pripisali 
Zn
2+
 ionom, ki so se odtopili s površine nanodelcev (Milivojević in sod., 2015). Namreĉ 
za ZnO NM je znaĉilno, da so nestabilni v vodnih disperzijah zaradi Oswaldovega 
zorjenja, kar vodi do odtapljanja in sprošĉanja Zn
2+ 
ionov (Boyes in sod., 2012). V naših 
poskusih smo z analizo pokazali, da so disperzije nAg vsebovale visok deleţ Ag
+
-
ionskih zvrsti (Preglednica 5), disperzije nCeO2 pa so vsebovale zelo majhne deleţe 
Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti (Preglednica 6). Dodaten vir ionskih zvrsti pa bi bilo odtapljanje 
nanodelcev v prebavnem sistemu ĉebel. Odtapljanja Ag
+
-ionskih zvrsti z nAg v 
prebavilu ĉebel ne izkljuĉujemo. Dodatno raztapljanje nCeO2 v fizioloških pogojih 
prebavnega sistema ĉebel, kjer priĉakujemo pH 5,7‒6,0 (Terra in Ferreira, 1994), pa je 
manj verjetno, saj nCeO2 razpadajo v ekstremnih pogojih (Vimalnath in sod., 2005), ki 
jih v bioloških sistemih ne najdemo.  
 
5.2.3 Odzivi organizemskega nivoja pri čebelah - smrtnost  
 
Vsi kroniĉni 9-dnevni prehranjevalni testi s poletnimi in zimskimi ĉebelami so bili 
veljavni, saj je bila smrtnost ĉebel v kontrolnih skupinah ob koncu izpostavitev niţja od 
najvišje dovoljene meje 15 %, ki opredeljuje veljavnost poskusa, kar je skladno s 
priporoĉili v OECD (2017). Smrtnosti ĉebel v akutnih prehranjevalnih testih z izbiro 
hrane ni bilo. Iz tega sklepamo, da poskusni pogoji kroniĉnega in akutnega 
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prehranjevalnega testa niso imeli negativnega vpliva na preţivetje ĉebel.  
V naših poskusnih pogojih prehranjevalnih testov s poletnimi in zimskimi ĉebelami 
nCeO2 (2‒500 mgL
-1
) niso imeli vpliva na preţivetje poletnih in zimskih ĉebel 
(Preglednica 15). Za razliko od nCeO2 pa sta nanopartikulatna in ionska oblika Ag imeli 
negativen vpliv na preţivetje ĉebel. Smrtnost je bila pri obeh srebrovih zvrsteh 
koncentracijsko odvisna in je narašĉala z narašĉajoĉo koncentracijo srebra v hrani. 
Izpostavitev ĉebel v niţjih tretmajih obeh srebrovih zvrsti (2‒50 mg Ag L
-1
) ni imela 
znaĉilnega vpliva na preţivetje ĉebel. So pa Borsuk in sod. (2013) opazili, da se je 
daljša 45-dnevna izpostavitev nAg (25 mgL
-1
) odraţala v znaĉilno krajši ţivljenjski dobi 
A. mellifera v primerjavi s ĉebelami iz kontrole. V prehranjevalnem testu z nAg s 
poletnimi ĉebelami smo najvišjo smrtnost 34,78 % zabeleţili v tretmaju z najvišjo 
koncentracijo 500 mg nAg L
-1
. Smrtnost zimskih ĉebel (75,00±14,43 %), ki so bile 
izpostavljene le v tretmaju 250 mg nAg L
-1
, je bila znaĉilno višja kot pa pri poletnih 
ĉebelah (4,55 %), kar kaţe na to, da so bile zimske ĉebele mnogo bolj obĉutljive na nAg 
(Preglednica 11). V prehranjevalnem testu s poletnimi ĉebelami z AgNO3 so v tretmajih 




 do 9. in 6. dne, resp., poginile vse 
ĉebele.
 





nismo opazili razlik v smrtnosti.  
 
Glede na podatke iz drugih študij vidimo, da imajo NM razliĉen vpliv na preţivetje 
ĉebel. V naših predhodnih študijah na poletnih ĉebelah, v katerih smo uporabili podobne 
poskusne pogoje, a višjo nominalno koncentracijo testnih NM (1000 mgL
-1
), nTiO2 in 
nanodelci ĉrnega ogljika niso imeli vpliva na preţivetje (Jemec in sod., 2016b), v 
tretmaju z NM ZnO pa smo ob koncu 10-dnevne izpostavitve zabeleţili 20 % smrtnost 
ĉebel (Milivojević in sod., 2015). Özkan in sod. (2014) in Dağlioğlu in sod. (2015, 
2016) so v svojih raziskavah spremljali vpliv 96 h izpostavitve razliĉnim NM, TiO2 
(0,1‒100 mgL
-1
), Ag-TiO2 (0,01‒10 mgL
-1
), ZnO-TiO2 (0,001‒1 mgL
-1
), B (0,01‒1 
mgL
-1
) in Pt-PVF (0,01‒1 mgL
-1
), resp., na smrtnost ĉebel A. mellifera. V vseh primerih 
je bila smrtnost ĉebel koncentracijsko in materialno odvisna (Özkan in sod., 2014; 
Dağlioğlu in sod., 2015, 2016) in precej višja kot v naših poskusih, kljub temu da so 
bile ĉebele izpostavljene zelo nizkim koncentracijam NM. Za opaţene razlike v 
smrtnosti bi bili lahko odgovorni tudi drugi dejavniki, kot so naĉin priprave NM in 
poskusni pogoji, ki so bili zelo drugaĉni v primerjavi z našimi in niso sledili 
priporoĉilom OECD (2017) (niţja temperatura (25±2 °C), periodiĉno hranjenje (na 4 h), 
veĉje število ĉebel na testno posodo (N = 50)).  
 
V naših poskusnih pogojih je srebrova sol AgNO3 povzroĉila višjo smrtnost v 
primerjavi z nAg, ĉe primerjamo tretmaje z enakimi nominalnimi koncentracijami. Tudi 
Milivojević in sod. (2015) so poroĉali o višji smrtnosti ĉebel, ki so bile hranjene z 




), v primerjavi z ZnO NM (1000 mg ZnO 
L
-1
), v podobnih poskusnih pogojih kot so bili naši. Nasprotno pa Dağlioğlu in sod. 
(2016) niso opazili razlik v smrtnosti med ionsko obliko Pt
2+
 iz K2PtCl4 in Pt-PVF NM 
(1 mg Pt L
-1
). Glede na to sklepamo, da imajo ionske zvrsti kovin veĉji vpliv na 
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preţivetje ĉebel, a imajo pri tem pomembno vlogo tudi fiziološke kapacitete ĉebel za 
posamezno kovino ter koncentracija, vrsta kovinskih ionov in kombinacija 
anionov/kationov, kar vidimo iz primerjave rezultatov razliĉnih študij na ĉebelah, v 
katerih so uporabili razliĉne anorganske soli (Cronn, 1991; Gauthier in sod., 2016; 
Hladun in sod., 2012, 2016; Milivojević in sod., 2015; Nikolić in sod., 2016, pregled v 
Prilogi A).  
 
5.2.4 Odzivi organizemskega nivoja pri čebelah: spremembe prehranjevalnega 
vedenja  
 
Stopnja prehranjevanja poletnih ĉebel v prehranjevalnem testu z nAg je kazala 
koncentracijsko odvisnost in je upadala z narašĉajoĉo koncentracijo nAg v hrani, najbolj 
zniţana pa je bila v tretmajih 250 in 500 mg nAg L
-1
, in sicer za 16,2 % in 26,7 %, 
resp., v primerjavi s kontrolo (Slika 22A in Preglednica 12). Pri zimskih ĉebelah iz 
tretmaja 250 mg nAg L
-1
 pa je bila povpreĉna stopnja prehranjevanja le malenkost niţja 
za 3,45±0,04 % v primerjavi s kontrolo, kljub visoki smrtnosti (Slika 22A). Podobnega 
trenda glede koncentracijske odvisnosti pa nismo opazili v prehranjevalnem testu z 




) kot tudi povišano 




) stopnjo prehranjevanja poletnih ĉebel. Najniţjo stopnjo 




(↓ 41,7 %), saj so ţe do 6. dneva 





, so imele višjo stopnjo prehranjevanja (10,3±4,8 %) v primerjavi s kontrolnimi 
ĉebelami, a statistiĉno znaĉilne razlike med skupinami nismo dokazali (Student t test, p 
< 0,05). Izpostavitev nCeO2 v prehranjevalnem testu je pri poletnih ĉebelah izzvala 
poveĉano stopnjo prehranjevanja, a koncentracijske odvisnosti nismo opazili. Najvišjo 
stopnjo prehranjevanja in statistiĉno znaĉilno drugaĉni vzorec prehranjevanja ĉebel smo 
opazili v tretmaju 250 mg nCeO2 L
-1 
(44,8 %), ki je imel najveĉji vpliv tudi na druge 
opazovane biomarkerje. Povpreĉna stopnja prehranjevanja zimskih ĉebel iz tretmaja 250 
mg nCeO2 L
-1
, je bila višja za 10,3±4,2 % v primerjavi s kontrolo, a statistiĉno znaĉilne 
razlike nismo dokazali (Student t test, p < 0,05). V predhodnih študijah na poletnih 
ĉebelah s podobnimi poskusnimi pogoji, a višjo nominalno koncentracijo testnih NM 
(1000 mgL
-1
) TiO2, ĉrnega ogljika (Jemec in sod., 2016b) in ZnO (Milivojević in sod., 
2015) nismo opazili znaĉilnega vpliva na prehranjevanje. Milivojević in sod. (2015) so 




). Pri ĉebelah iz tretmaja z ZnCl2 
so opazili zelo povišano stopnjo prehranjevanja in poslediĉno tudi spremenjen vzorec 
prehranjevanja v primerjavi s ĉebelami iz tretmajev z NM ZnO ali kontrole, kar so 
pripisali poveĉanim energetskim potrebam metabolizma zaradi stresa (Milivojević in 
sod., 2015). 
 
Primerjava med tretmaji z enako nominalno koncentracijo v prehranjevalnih testih s 
poletnimi in zimskimi ĉebelami je pokazala, da so bile stopnje prehranjevanja zimskih 
ĉebel višje v primerjavi s poletnimi ĉebelami. Zimske ĉebele so tekom 9-dnevnega 
poskusa vzdrţevale precej enakomerno stopnjo prehranjevanja, medtem ko smo pri 
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poletnih ĉebelah opazili postopen trend upadanja prehranjevanja (Slika 22B, 28B, 35B). 
To se sklada z razlikami v metabolnih potrebah, fizioloških in vedenjskih prilagoditvah 
med poletnimi in zimskimi ĉebelami, katerih osrednja naloga je, da pripravijo panj na 
prezimovanje, preţivijo zimo in pomagajo v zaĉetku razvoja ĉebelje druţine v novi 
sezoni. Zanimivo pa smo pri poletnih in zimskih ĉebelah iz tretmaja 250 mg nCeO2 L
-1 
dobili zelo podoben odziv in vzorec stopnje prehranjevanja (Slika 35A, B). Nasprotno 
pa o ponovljivosti prehranjevalnega odziva v primeru obeh srebrovih zvrsti (250 mg 
nAg L
-1




) ne moremo govoriti, saj je bila stopnja prehranjevanja 
zimskih ĉebel precej višja kot pri poletnih ĉebelah, in sicer za 28,8 % pri nAg in 40,6 % 
pri AgNO3, pa tudi vzorec prehranjevanja je bil znaĉilno drugaĉen (Mann-Whitney U 
test, p < 0,01). 
 
Za poletne in zimske ĉebele v kroniĉnih prehranjevalnih testih z nAg, AgNO3 ali nCeO2 
smo iz podatkov izmerjenih koncentracij srebra ali cerija v hrani in koliĉine pojedene 
hrane na ĉebelo, ki je podana kot stopnja prehranjevanja v 9. dneh, izraĉunali povpreĉne 
zauţite doze testnih snovi (Preglednica 12, 14, 16, resp.). Pri obeh NM pa smo 
izraĉunali tudi zauţite doze ionskih
 
zvrsti (Preglednica 12 in 16), ki so bile visoke pri 
izpostavitvi nAg (48,27±2,47 % celokupne vsebnosti Ag v disperziji, Preglednica 5) in 
zelo nizke pri nCeO2 (0,48±0,33 % celokupne vsebnosti Ce v disperziji, Preglednica 6). 
Zauţite doze testnih snovi
 
so bile koncentracijsko odvisne in so narašĉale z narašĉajoĉo 
koncentracijo v hrani posameznega tretmaja. Zauţite doze nAg in AgNO3 so bile za 
28,60±3,27 % in kar 40,55±1,89 %, resp., višje pri zimskih ĉebelah, saj so imele višjo 
stopnjo prehranjevanja v primerjavi s poletnimi ĉebelami. Zauţite doze nCeO2 in 
Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti pa so bile primerljive med poletnimi in zimskimi ĉebelami, kar je 
skladno s podobno stopnjo prehranjevanja. 
 
5.2.5 Biokemijski odzivi pri čebelah 
 
5.2.5.1 Vpliv izpostavitve na aktivnost glutation S-transferaze 
 
V naši nalogi smo v poletnih in zimskih ĉebelah, ki so bile 9 dni izpostavljene razliĉnim 
testnim kemikalijam v prehranjevalnih testih, opazili v kompleksen odziv aktivnosti 
encimov AChE in GST. Aktivnosti GST smo analizirali v vzorcih glav in trupov. 
Aktivnosti GST v ĉebelah iz testov z obema srebrovima zvrstema so bile zelo povišane 
v glavah poletnih ĉebel iz vseh tretmajev z nAg (2‒500 mgL
-1
) in so kazale 





). V trupih poletnih ĉebel je bila aktivnost GST povišana le v 
nekaterih tretmajih z nAg (2, 50 in 250 mg nAg L
-1
) in v vseh preţivelih tretmajih z 
AgNO3. V testu z nCeO2 smo v vseh tretmajih (2‒500 mgL
-1
) opazili povišane 
aktivnosti GST v glavah in trupih poletnih ĉebel. Ena od moţnih razlag za povišano 
aktivnost GST v glavah in trupih poletnih ĉebel je v obremenjenem celiĉnem 
metabolizmu zaradi oksidativnega stresa.  
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Veĉina kovinskih in kovinski oksidnih NM lahko povzroĉi oksidativni stres, in ĉeprav 
je izid podoben, so mehanizmi oksidativnega stresa pogosto materialno-specifiĉni (Mu 
in sod., 2014). Zunaj- in znotrajceliĉno nastajanje ROS in RNS, ki poškodujejo biološke 
makromolekule (nukleinske kisline, proteine, lipide), lahko povzroĉijo elektronsko 
aktivne površine nanodelcev, fotoaktivacija, odtopljene ionske zvrsti in interakcije 
nanodelcev z biomolekulami (Mu in sod., 2014). Potencialne mehanizme delovanja nAg 
oz. nCeO2, ki bi lahko spremenili aktivnost GST, bi lahko pojasnili z indukcijo 
oksidativnega stresa zaradi zunaj- in/ali znotrajceliĉnega nastajanja ROS in RNS preko 
(1) oksidacije površine nAg in poslediĉnega postopnega odtapljanja srebrovih ionov 
(Kumar in Münstedt, 2005) oz. (2) redoks aktivne površine v kristalni strukturi nCeO2, 
v kateri cerijevi atomi spontano prehajajo med reducirano (Ce
3+
) in oksidirano (Ce
4+
) 
obliko (Andreescu in sod., 2014; Dahle in Arai, 2015). Odtopljeni srebrovi ioni lahko 
nadalje povzroĉijo motnje v celiĉnih procesih, in med drugimi poškodujejo in inhibirajo 
proteine z vezavo na –SH skupine ter v mitohondrijih zmotijo celiĉni energetski 
metabolizem, kar vodi v znotrajceliĉno sprošĉanje ROS, nastanek oksidativnega stresa 
in v skrajnem primeru v mitohondrijsko-mediirano apoptozo (Jeon in sod., 2003; 
McShan in sod., 2014; Mu in sod., 2014; Piao in sod., 2011). Kar pa zadeva potencial 
nCeO2 za povzroĉitev oksidativnega stresa, pa v literaturi najdemo nasprotujoĉe si 
podatke (Dahle in Arai, 2015). In vivo študije na razliĉnih organizmih kaţejo na to, da 
nCeO2 lahko povzroĉijo oksidativni stres (širok pregled v Malev in sod., 2017). Po drugi 
strani pa nekatere in vivo (Alaraby in sod., 2015; Hirst in sod., 2013; Mu in sod., 2014) 
in in vitro (Das in sod., 2013; Mu in sod., 2014; Xu in sod., 2014) študije govorijo o 
antioksidativnem delovanju nCeO2. Razlogi za to dvoliĉnost tiĉijo v kristalni strukturni 




), ki je odvisno od velikosti delcev in naĉina sinteze (Andreescu in sod., 2014; 
Dahle in Arai, 2015). Ker lahko cerijevi atomi spontano prehajajo med reducirano in 
oksidirano obliko, imajo nCeO2 lahko antioksidativne ali prooksidativne lastnosti, kar je 
odvisno tudi od neposrednega okolja (Andreescu in sod., 2014; Dahle in Arai, 2015). 
 
Pri zimskih ĉebelah, ki so bile bile izpostavljene testnim kemikalijam, smo v vzorcih 
trupov izmerili povišane aktivnosti GST, presenetljivo pa smo v vzorcih glav opazili 
inhibicijo aktivnosti GST. Zmanjšanje (inhibicija) aktivnosti GST je manj znaĉilen 
odziv na izpostavitev stresorjem (Regoli in sod., 2003) in na podlagi podatkov, ki jih 
imamo iz naših poskusov, ne moremo razloţiti tega odziva. Razlogi za zmanjšanje 
aktivnosti GST so razliĉni in so lahko posledica preobremenjenih antioksidativnih 
mehanizmov zaradi nastajanja ROS in RNS (Abdelsalam in sod., 2014), izĉrpanje 
substratov (npr. GSH, UDP-glukuronske kisline, glicina) in celiĉnih antioksidantov 
(Valko in sod., 2005) in/ali motenj v signalnih poteh, ki vplivajo na izraţanje genov za 
GST (Shumilla in sod., 1998; Roling in Baldwin, 2006).  
 
Podobno kot mi so tudi Milivojević in sod. (2015) poroĉali o povišani aktivnosti GST v 
moţganih ĉebel iz tretmajev NM ZnO ali ZnCl2 (1000 mgL
-1
), ki so jo pripisali 
povišanemu specifiĉnemu metabolizmu v moţganih zaradi stresa. Zanimivo pa enake 
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koncentracije nTiO2 ali nanodelcev ĉrnega ogljika (1000 mgL
-1
) v podobnih poskusnih 
pogojih niso imele vpliva na aktivnosti GST in CAT (Jemec in sod., 2016b), kljub temu 
da pod doloĉenimi pogoji (fotokatalitiĉne) lastnosti nTiO2 lahko vodijo do nastajanja 
ROS in oksidativnega stresa (Amezaga-Madrid in sod., 2002; Kwon in sod., 2008; 
Nakata in Fujishima, 2012).   
 
5.2.5.2 Vpliv izpostavitve na aktivnost acetilholinesteraze 
 
Poseben poudarek v tej nalogi smo namenili vplivu testnih kemikalij (diazinona, 
AgNO3, nAg in nCeO2) na aktivnosti encima AChE v vodi-topni (VT) in v detergentu-
topni (DT) frakciji. Ker je organofosfatni pesticid diazinon specifiĉni inhibitor AChE, 
smo ga uporabili kot pozitivno kontrolo in za karakterizacijo AChE v tkivnih 
homogenatih iz 3 telesnih kompartmentov ĉebel: glav, trupov in vzorcev hemolimfe. 
Prav ti rezultati na diazinonu, ki smo jih pravkar objavili v Glavan in sod. (2018), so 
nam bili v veliko pomoĉ pri interpretaciji rezultatov na NM, saj je mehanizem delovanja 
diazinona na AChE znan. Rezultati so nam pokazali, da priprava homogenatov v VT in 
DT frakciji ne zagotavlja popolne loĉitve vodotopne in membranske oblike AChE. Z 
metodo PAGE in specifiĉnega AChE barvanja po Karnovsky in Roots (1964) smo 
videli, da sta v VT frakciji glav in trupov ter v DT frakciji glav prisotni tako vodotopna 
kot tudi membranska oblika AChE, medtem ko smo v DT frakciji trupov zasledili le 
membransko obliko AChE. V vzorcih hemolimfe smo pokazali prisotnost le vodotopne 
oblike AChE, kar je v skladu z izsledki raziskav na hemolimfi drugih nevretenĉarjev 
(Bevelaqua in sod., 1975; Von Wachtendonk in Neef, 1978; Telesa in sod., 1995a, 
1995b; Datta in sod., 1987; Telesa in sod., 2001). To se je skladalo tudi z našimi 
neobjavljenimi rezultati, ki so pokazali, da AChE v hemolimfi ni vezana v membranah 
hemocitov, saj se njena aktivnost ni spremenila po ekstrakciji z nevtralnim detergentom 
Triton X-100 niti ob odstranitvi hemocit iz supernatanta (Poglavje 4.3.1). O podobnih 
izsledkih pri ĉebelah so poroĉali tudi Kim in sod. (2012), ki so pokazali, da v DT 
frakciji prevladuje membranska oblika AChE, medtem ko sta v VT frakciji prisotni tako 
vodotopna kot tudi membranska oblika AChE.  
 
Izpostavitev poletnih in zimskih ĉebel dvema srebrovima zvrstema in nCeO2 je imela 
zelo velik vpliv na aktivnosti AChE v obeh analiziranih frakcijah. Pri poletnih ĉebelah 
iz testa z nAg so bile aktivnosti AChE v VT frakciji povišane v glavah iz višjih 
tretmajev (250 in 500 mgL
-1
) in inhibirane v trupih iz srednjih tretmajev z nAg (10 in 50 
mgL
-1
). Tudi pri preţivelih poletnih ĉebelah iz testa z AgNO3 smo v glavah (10 in 50 
mgL
-1
) in trupih (le 50 mgL
-1
) izmerili povišane aktivnosti AChE v VT frakciji. 
Aktivnosti AChE v DT frakciji so bile zelo povišane v glavah poletnih ĉebel iz vseh 
(preţivelih) tretmajev z nAg in AgNO3 (2‒50 mgL
-1
, resp.) in prav tako v trupih 
poletnih ĉebel iz veĉine tretmajev z nAg (2, 10, 250 mgL
-1
) in najvišjega preţivelega 
tretmaja z AgNO3 (50 mgL
-1
). V poletnih ĉebelah iz testa z nCeO2 pa so bile aktivnosti 
AChE v VT frakciji bolj spremenjene kot pri nAg, saj so bile povišane v glavah 
(10‒500 mgL
-1
) in trupih (50‒500 mgL
-1
) ĉebel iz veĉine tretmajev z nCeO2. Pri 
 
Kos M. Nevrotoksiĉnost izbranih nanomaterialov za modelne nevretenĉarje.  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018      
168 
 
aktivnosti AChE v DT frakcij iz poletnih ĉebel smo opazili dvojne spremembe: v glavah 
(10, 50 in 500 mgL
-1
) in v trupih (2, 10 in 50 mgL
-1
) je bila aktivnost inhibirana, 
medtem ko je bila v glavah in trupih ĉebel iz tretmaja 250 mg nCeO2 L
-1
 povišana (Kos 
in sod., 2017). Pri zimskih ĉebelah smo izmerili povišano aktivnosti AChE v VT 
frakciji v glavah in trupih ĉebel iz tretmaja z nAg (250 mgL
-1
) in v trupih ĉebel iz 
tretmaja z AgNO3 (50 mgL
-1
); in povišane aktivnosti AChE v DT frakciji v trupih ĉebel 
iz tretmaja z nAg (250 mgL
-1
) ter v glavah in trupih ĉebel iz tretmaja z AgNO3 (50 mgL
-
1
). Pri zimskih ĉebelah iz tretmaja z nCeO2 (250 mgL
-1
), pa smo le v trupih zabeleţili 
znaĉilno povišanje aktivnosti AChE v VT in DT frakcijah, medtem ko v glavah ni bilo 
znaĉilnih sprememb v aktivnosti. 
 
Glede na poznane razlike v tkivno-specifiĉnem profilu ekspresije AChE (Kim in sod., 
2012, 2017), molekularnih in kinetiĉnih lastnostih ter fizioloških vlogah med vodotopno 
in membransko AChE bi lahko upraviĉeno priĉakovali, da imajo ksenobiotiki in drugi 
stresorji razliĉen vpliv na ti dve obliki (Belzunces in Debras, 1997; Kim in sod., 2012, 
2017). Vendar pa glede na rezultate PAGE, ki so pokazali prisotnost obeh oblik AChE v 
VT in DT frakciji, nismo priĉakovali opaznih razlik v aktivnosti. Kljub temu pa smo v 
VT in DT frakciji vzorcev glav, trupov in hemolimfe ĉebel izmerili razliĉne aktivnosti 
AChE, ki so bile še posebej razvidne iz rezultatov na diazinonu in nCeO2 (Glavan in 
sod., 2018; Kos in sod., 2017, resp.), pa tudi nAg. Namreĉ po kroniĉni oralni 
izpostavitvi subletalnim koncentracijam diazinona ali nCeO2 so bile aktivnosti 
celokupne AChE v VT frakciji glav in trupov povišane, aktivnosti celokupne AChE v 
DT frakciji glav in trupov pa so bile inhibirane (Slika 16 in 38; Glavan in sod., 2018; 
Kos in sod., 2017, resp.). Izpostavitev ĉebel srebrovima zvrstema pa je zelo povišala 
aktivnosti AChE v obeh frakcijah, z izjemo inhibicije AChE v VT frakciji glav poletnih 
ĉebel iz tretmajev z nAg. 
 
Zmanjšana (inhibirana) aktivnost AChE v DT frakciji glav in trupov ĉebel kaţe na 
nevrotoksiĉno delovanje diazinona, ki bi jo lahko razloţili z neposredno interakcijo 
diazinona z aktivnim mestom AChE (Ĉolović in sod., 2011) ali pa s posrednim vplivom 
na biosintezno/razgradnjo ACh in AChE (Bainy in sod., 2006; Badiou in sod., 2008). 
Predpostavili smo, da je bila v tem primeru inhibirana predvsem membranska oblika 
AChE, saj je prevladujoĉa oblika AChE v DT frakciji (Glavan in sod., 2018). Seveda bi 
bila moţna tudi inhibicija vodotopne oblike AChE, kljub temu da je manj obĉutljiva na 
organofosfate in vitro (Belzunces in Debras, 1997; Glavan in sod, 2018; Kim in sod., 
2012). Zanimivo pa je bila inhibicija AChE v DT frakciji bolj izrazita v trupih ĉebel kot 
pa v glavah (Slika 16; Glavan in sod., 2018), kar je bilo verjetno zaradi višje lokalne 
koncentracije diazinona na raĉun oralne izpostavitve in morda omejenega transporta 
diazinona skozi krvno-moţgansko pregrado (Barron in sod., 2007). 
 
Spremenjena aktivnost AChE v DT frakciji, povišana (nAg) ali zmanjšana (nCeO2), 
kaţe, da so imeli nAg in nCeO2 v naših poskusnih pogojih vpliv na aktivnost AChE. 
Vendar ali gre pri tem dejansko za nevrotoksiĉni potencial obeh NM, pa na tej toĉki ne 
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moremo z gotovostjo trditi. Vsekakor v primeru NM nikakor ne priĉakujemo podobnega 
mehanizma delovanja na AChE kot pri diazinonu, niti ne priĉakujemo enakega 
mehanizma delovanja obeh NM. Zmanjšanje aktivnosti membranske oblike AChE je 
pogosto razloţena kot rezultat neposrednega vpliva ksenobiotika na aktivno mesto 
encima (Fukuto, 1990). Za nAg so ţe pokazali, da lahko pride do interakcije med 
nanodelci in AChE in vitro, ki se je odraţala v inhibiciji aktivnosti encima (Šinko in 
sod., 2014; Mirzajani in sod., 2017), medtem ko pa neposredna interakcija med nCeO2 
in AChE še ni bila opisana. Moţni pa so tudi drugi mehanizmi, kot so na primer 
modifikacije postsinaptiĉnih membran, ki lahko povzroĉijo konformacijske spremembe 
membranske oblike AChE (Kumar, 1998). To pa lahko nato vodi do de novo sinteze 
AChE in nadomešĉanja poškodovanih AChE, kar se odraţa v poveĉani aktivnosti 
encima (Badiou in sod., 2008). Menimo, da v našem primeru ni prišlo do neposrednih 
interakcij med NM in membransko obliko AChE niti do neposrednih interakcij med 
NM in postsinaptiĉnimi membranami. Da bi se to zgodilo, bi morala NM preiti skozi 
vse anatomske bariere in epitel prebavila v hemolimfo, kjer bi se morali delci izogniti 
fagocitozi hemocitov ali Malpighijevim cevkam, ki hemolimfo filtrirajo in odstranjujejo 
odpadne spojine, in na koncu preĉkati še krvno-moţgansko pregrado. Pri ţuţelkah 
namreĉ moţgane in ganglije prekriva plast perinevralnih in glia celic, ki so povezane s 
tesnimi in presledkovnimi stiki, in tako oblikujejo uĉinkovito krvno-moţgansko 
pregrado, ki prepreĉuje paracelularni prehod veĉjih molekul med hemolimfo in ţivĉnim 
tkivom (Carlson in sod., 2000; Treherne in Pichon, 1972). Manjši nevrotransmiteriji, 
kot je glutamat (147 Da), lahko preidejo pregrado (Maleszka in sod., 2000). Moţnosti 
prehoda NM skozi krvno-moţgansko pregrado ţuţelk sicer niso nemogoĉe. To so 
pokazali Rocha in sod. (2011), potem ko so v glavino regijo šĉurkov injicirali NM Au 
(50 nm) in opazili poĉasno enkapsulacijo delcev v moţganskem tkivu v roku 17 dni po 
injiciranju, ki so jo spremljale spremembe v vedenju.  
 
Naše mnenje je, da je spremenjena aktivnost  membranske oblike AChE (povišana v 
tretmaju 250 mg nCeO2 L
-1 
ali zniţana v drugih tretmajih z nCeO2) verjetno posledica 
kompleksnega sistemskega odziva na izpostavitev nCeO2, saj vemo, da imajo NM lahko 
številne uĉinke na organizem, tudi ĉe ne pride do njihove internalizacije, kot smo v tej 
razpravi ţe omenili. Na primer, signalna pot stresa v ĉrevesnem epitelu bi lahko 
mediirala odziv splošnega stresa kot ga poznamo pri mikrobnih okuţbah (Buchon in 
sod., 2013). V primeru AgNO3 in nAg pa so bili opaţeni uĉinki, t.j. povišane aktivnosti 
AChE v VT in DT frakciji, v prvi vrsti posledica delovanja Ag
+
-ionskih zvrsti. Podobno 
so predlagali tudi Milivojević in sod. (2015). Povišane aktivnosti AChE v VT frakciji 
ĉebeljih moţgan so pojasnili kot kompenzatorno prilagoditev na nevrotoksiĉni potencial 
odtopljenih ionov Zn
2+
 iz soli ali NM ZnO (Milivojević in sod., 2015). Predlagali so veĉ 
mehanizmov, ki so aktualni tudi za Ag
+
 ione, in bi lahko pojasnili povišane aktivnosti 
AChE. Srebrovi ioni bi lahko prešli vse anatomske pregrade do ţivĉevja, kjer bi lahko 
(1) neposredno vplivali na ACh ali AChE (Frasco in sod., 2005), (2) posredno vplivali 
na AChE s spremembami lastnosti sinaptiĉnih membran (Badiou in sod., 2008; Kumar, 
1998) ali pa (3) porušili homeostazo Ca
2+
, ki je pomemben sekundarni sporoĉevalec v 
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celicah in ima tudi vlogo pri sprošĉanju ACh in poslediĉni aktivnosti AChE (Konoha in 
sod., 2006). Glede na primerjavo rezultatov med AgNO3 in nAg pa ne izkljuĉujemo 
specifiĉnega vpliva nAg, saj smo v vzorcih trupov ĉebel ţe pri najniţjih koncentracijah 
nAg izmerili spremembe v aktivnosti AChE v obeh frakcijah, pri AgNO3 pa ne. Za nas 
zanimiva študija, ki posredno govori v prid nevrotoksiĉnega potenciala nAg, je bila 
narejena na liĉinkah in odraslih vinskih mušicah, v kateri so spremljali vpliv nAg na 
melanizacijo (Phatak in sod., 2016). Mikrodelci in nanodelci srebra so zmotili 
metabolno pot sinteze melanina v liĉinkah in povzroĉili leucizem pri odraslih (Phatak in 
sod., 2016). Rdeĉa nit med sintezo melanina in ţivĉevjem pa je skupna metabolna pot 
melanina in dopamina (Phatak in sod., 2016), ki je pomemben ţivĉni prenašalec pri 
ţuţelkah.    
 
V nasprotju z zmanjšano aktivnostjo AChE v DT frakciji vzorcev glav in trupov iz 
testov z diazinonom ali nCeO2 pa je bila aktivnost AChE v VT frakciji ta istih vzorcev 
povišana. V primeru nAg pa ravno obratno: pri istih vzorcih trupov smo opazili 
povišano aktivnost AChE v DT frakciji in zmanjšano aktivnost AChE v VT frakciji. To 
so izjemno zanimivi rezultati, pri katerih se na podlagi razliĉnih dejstev poraja veĉ 
vprašanj. Prvo vprašanje je, na raĉun katere oblike AChE je bila njena aktivnost 
povišana pri diazinonu in nCeO2 ter zniţana pri nAg? Namreĉ na eni strani smo s PAGE 
pokazali prisotnost vodotopne in membranske oblike v VT frakciji kontrolnih 
neizpostavljenih ĉebel, zato izmerjenih odzivov ne moremo pripisati le eni obliki 
(Glavan in sod., 2018; Kos in sod., 2017). Ĉe upoštevamo še, da ima membranska 
oblika AChE precej višjo in vitro katalitiĉno uĉinkovitost razgradnje ATCh v primerjavi 
z vodotopno obliko AChE (Kim in sod., 2012), bi izmerjeno aktivnost AChE v VT 
frakciji lahko pripisali membranski obliki (Glavan in sod., 2018; Kos in sod., 2017). 
Vendar ĉe bi to veljalo, potem bi bile spremembe v aktivnosti AChE v obeh frakcijah, v 
VT in DT frakciji, podobne, ali le zmanjšane (diazinon, nCeO2) ali le povišane (nAg). 
Na drugi strani pa smo v DT frakciji istih vzorcev iz testov z diazinonom ali nCeO2 
izmerili zmanjšano aktivnost AChE, ki smo jo pripisali membranski obliki AChE, zato 
njeno povišanje aktivnosti v VT frakciji ni smiselno. Poleg tega pa membranske oblike 
AChE v pufru (VT frakciji) najverjetneje nismo sprostili, kar pomeni, da je bil encim 
vezan na fragmente membran, ki so ostali v supernatantu in jih s centrifugacijo nismo 
posedli. To bi lahko podprli s posnetkom PAGE gela na katerem vidimo, da sta bila 
pasova membranske oblike AChE iz VT frakcije glav in trupov široka in razmazana, kar 
pomeni, da so bile zraven morda tudi neĉistoĉe (Slika 20; Glavan in sod., 2018). 
Logiĉno razmišljanje, ki sledi, je, kolikšen deleţ katalitiĉne aktivnosti v VT frakciji je 
prispevala membranska oblika AChE; in ali izmerjene zmanjšane/povišane aktivnosti 
AChE v VT frakciji pomenijo zmanjšane/povišane aktivnosti vodotopne oblike AChE 
in ne le artefakta zaradi prisotnosti membranske oblike AChE. To so vprašanja, za 
katera bo v prihodnosti potrebno najti eksperimentalne dokaze.  
 
Vodotopna oblika AChE je manj raziskana in njena fiziološka vloga ni dobro poznana. 
Razliĉne študije kaţejo, da ima vodotopna oblika AChE lahko tudi razliĉne vloge, ki 
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niso v povezavi s prenosom ţivĉnega signala, na primer pri odzivih na razliĉne tipe 
stresa (Badiou in sod., 2008; Glavan in sod., 2018; Kang in sod., 2011; Kim in sod., 
2012; Kim in sod., 2014; Kos in sod., 2017; Lee in sod., 2015; Lehtonen in sod., 2006; 
Milivojević in sod., 2015; Williamson in sod., 2013). Pri ĉebelah (Kim in sod., 2017), 
vinskih mušicah (Lee in sod., 2015) in borovih ogorĉicah B. xylophilus (Kang in sod., 
2011) naj bi imela vodotopna oblika AChE vlogo pri razstrupljevalnih mehanizmih. 
Glede na naše rezultate predlagamo, da povišane aktivnosti AChE v VT frakciji glav in 
trupov kaţejo na fiziološki odziv na izpostavitev testnim kemikalijam (diazinonu, 
AgNO3, nAg in nCeO2). Ker so pri vseh testnih kemikalijah povišane aktivnosti AChE v 
VT frakciji spremljale tudi povišane aktivnosti GST, to morda kaţe na razstrupljevalne 
mehanizme in/ali odzive na oksidativni stres. Za dodatno potrditev te predpostavke o 
povezavi med povišano aktivnostjo AChE v VT frakciji in razstrupljevalnimi in/ali 
stresnimi odzivi pa bi morali analizirati še druge stresne biomarkerje. Omejitev pri tem 
je, da je fiziologija stresnega odziva pri ĉebelah zelo slabo poznana (Bordier in sod., 
2017) in teoretiĉni model stresnega odziva pri ĉebelah je bil osnovan le na podlagi 
podatkov na drugih organizmih (Even in sod., 2012). 
 
Aktivnost vodotopne oblike AChE v hemolimfi ĉebel iz tretmajev z diazinonom ni bila 
spremenjena, kljub temu da smo jo uspešno inhibirali po in vitro izpostavitvi diazinonu 
(Slika 16 in 19; Glavan in sod., 2018). Tudi izpostavitev AgNO3 in nAg ni imela vpliva 
na aktivnost vodotopne oblike AChE v hemolimfi ĉebel. V hemolimfi poletnih ĉebel iz 
testa z nCeO2 pa smo v dveh tretmajih (2 in 10 mg nCeO2 L
-1
) izmerili zmanjšano 
aktivnost, a tega za enkrat ne znamo pojasniti. Izvor in fiziološka vloga AChE v 
hemolimfi nevretenĉarjev nista popolnoma znana. Rajendran in sod. (2015) so na 
primer v larvah velikega vošĉenega molja Galleria mellonela pokazali, da ACh sodeluje 
pri hitri in uĉinkoviti aktivaciji hemocitov pri glivni okuţbi, in s tem pri odstranjevanju 
patogena in zašĉiti pred vnetnimi poškodbami tkiva. Pamminger in sod. (2017) pa so 
pokazali, da hemociti ĉebel aktivno sintetizirajo ACh in imajo na svoji površini izraţene 
nikotinske holinergiĉne receptorje, kar še dodatno podpira domnevo o vlogi AChE pri 
regulaciji imunskega odziva in protivnetnem delovanju.  
 
5.2.5.3 Vpliv izpostavitve na normalizirano vsebnost proteinov v ĉebelah 
 
V naših poskusih z nAg in AgNO3 s poletnimi in zimskimi ĉebelami smo opazili 
kompleksno zniţanje normalizirane vsebnosti proteinov v glavah in trupih poletnih 
ĉebel v veĉini tretmajev. Tudi Raj in sod. (2017) so pri odraslih vinskih mušicah po 
izpostavitvi nAg (25 mgL
-1
) opazili znaĉilno zmanjšanje energetskih rezerv v obliki 
celokupnih proteinov, ogljikovih hidratov in lipidov, ki so jo pripisali oksidativnemu 
stresu. Ravno nasprotno pa smo opazili v poskusih z nCeO2, kjer je bila vsebnost 
proteinov v vzorcih glav in trupov zelo povišana v primerjavi s kontrolnimi ĉebelami. 
Te spremembe so kompleksne in jih je teţko razloţiti brez dodatne analize vsaj drugih 
energetskih rezerv. Namreĉ pri organizmih, ki so izpostavljeni stresorjem, se energijske 
potrebe za vzdrţevanje bazalnega metabolizma in homeostaze zelo poveĉajo, kar se 
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lahko hitro odraţa v preusmeritvi energijskega metabolizma in s tem v spremembi 
energijskih zalog (Bednarska in sod., 2013; Jemec in sod., 2007; Menard-Srpĉić in sod., 
2014; Mommaerts in sod., 2012). Spremembe v vsebnosti proteinov bi bile tako lahko 
rezultat razliĉnih metabolno zahtevnih kompenzatornih in popravljalnih mehanizmov 
(Jemec in sod., 2007; Menard-Srpĉić in sod., 2015), a vidimo pa, da so bili mehanizmi 
toksiĉnega delovanja obeh srebrovih zvrsti in nCeO2 razliĉni. 
 
5.2.6 Povezava med spremembami aktivnosti AChE in vedenjem čebel  
 
Membranska oblika AChE  je primarno prisotna v tkivih, ki so povezana s centralnim 
ţivĉnim sistemom (t.j. moţgani, ĉutili glave in gangliji), in je udeleţena v sinaptiĉni 
transmisiji (Belzunces in sod., 1988b; Kim in sod., 2012), zato spremembe v njeni 
aktivnosti lahko kaţejo na prizadet ţivĉni sistem ĉebel. Ker ţivĉni sistem koordinira 
aktivnosti drugih organskih sistemov, metabolno ravnovesje in vedenje, imajo lahko 
kakršnekoli motnje v njegovem delovanju širše in bolj negativne posledice v primerjavi 
z drugimi organskimi sistemi. Predhodne študije so pokazale, da nevrotoksiĉni organski 
pesticidi, s katerimi ĉebele pridejo v stik med pašo, povzroĉajo motnje v holinergiĉni 
signalnih poti, ki se odraţajo v oslabljeni orientaciji, olfaktornem uĉenju in spominu, 
zaradi ĉesar se ĉebele niso zmoţne vrniti v panj, kar lahko vodi celo do propada ĉebeljih 
kolonij (Farooqui, 2013). Tudi v drugih študijah so spremembe v aktivnosti AChE pri 
vretenĉarjih in nevretenĉarjih, ki so bili izpostavljeni ksenobiotikom (pesticidom, 
kovinam, NM), povezali z vedenjem (Wilczek in sod., 2003; Engenheiro in sod., 2005; 
Garcia de la Parra in sod., 2006) in s spremembami vedenjskih odzivov (Garcia de la 
Parra in sod., 2006; Amiard-Triquet in Amiard, 2012; Hurst in sod., 2014; Kos in sod., 
2017). Tudi mi smo med kroniĉnimi prehranjevalnimi testi poleg preţivetja in stopnje 
prehranjevanja redno opazovali še splošno vedenje ĉebel, ker nas je zanimalo, ali se 
bodo morebitne spremembe v aktivnosti membranske oblike AChE zaradi zastrupitve 
po zauţitvi testnih kemikalij odraţale tudi v spremenjenem vedenju.  
 
Ĉebele iz prehranjevalnih testov z nAg in AgNO3 s poletnimi ĉebelami, ki smo jih 
izpostavili niţjim koncentracijam srebrovih zvrsti v hrani (2 in 10 mg nAg L
-1





), med in ob koncu poskusa niso kazale sprememb v vedenju, kljub temu da 
je bila v teh tretmajih aktivnost membranske oblike AChE ţe znaĉilno povišana. V 





 smo opazili spremembe v motoriĉnem vedenju, ki so se odraţale v upoĉasnjenem, 
teţavnem in opotekajoĉem gibanju, in so bile ravno nasprotne kot pa v testu z nAg. 




 pojavile na sredini poskusa, ki 





pa so bile teţave z motoriko še bolj izrazite in so se pojavile ţe drugi dan izpostavitve. 
Temu je nato sledilo postopno poginjanje ĉebel do 6. dne, ko so poginile vse ĉebele. V 
skupinah poletnih ĉebel iz tretmajev z višjimi koncentracijami nAg 50‒500 mgL
-1
 smo 
izmerili povišane aktivnosti membranske AChE, ki so jih v drugi polovici poskusa 
spremljale spremembe v motoriĉnem vedenju in poveĉano pitje vode (> 1 mL na dan) v 
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primerjavi s ĉebelami iz kontrolne skupine (<0,5 mL na dan). V poletnih ĉebelah iz 
testa z nCeO2 smo v glavah in trupih izmerili zmanjšane aktivnosti membranske AChE, 
le v tretmaju 250 mgL
-1
 pa so bile aktivnosti povišane. Zanimivo pa smo le v tem 
tretmaju (250 mg nCeO2 L
-1
) opazili tudi spremembe v motoriĉnem vedenju, ki so se 
zaĉele v drugi polovici poskusa. Tako pri nAg kot tudi nCeO2 so se torej spremembe v 
motoriĉnem vedenju odraţale v nemirnosti in hiperaktivnosti ĉebel, ki pa so se pri nAg 
stopnjevale z narašĉajoĉo koncentracijo. V obeh primerih povišana aktivnost 
membranske AChE, ki so jo spremljale tudi negativne spremembe v vedenju, lahko 
pomeni prizadet ţivĉni sistem, kar govori v prid naše druge hipoteze. Tudi v študiji, v 
kateri so ĉebele izpostavili neonikotinoidom, insekticidom, ki se veţejo na nikotinske 
acetilholinske receptorje tarĉnih organizmov, je povišano aktivnost AChE v DT frakciji 
ĉebeljih glav spremljalo spremenjeno vedenje, ki se je pokazalo kot hiperaktivnost, 
opotekanje in tresenje (Boily in sod., 2013). Ne znamo pa razloţiti, zakaj smo najbolj 
izrazite spremembe pri vseh opazovanih biomarkerjih dobili ravno v tretmaju 250 mg 
nCeO2 L
-1
. Rezultati karakterizacije pa so pokazali, da se je disperzija nCeO2 pri tej 
koncentraciji zelo razlikovala od ostalih glede polidisperznosti in hidrodinamskega 
radija. Pri zimskih ĉebelah, ki so bile izpostavljene AgNO3, nAg ali pa nCeO2, nismo 
opazili posebnosti v vedenju, kljub visoki smrtnosti v tretmaju 250 mg nAg L
-1
. O 
vplivu nAg (> 25 mgL
-1
) na vedenje so poroĉali tudi pri vinskih mušicah, ki se je 
pokazalo kot oteţeno plazenje liĉink ter poĉasno in oteţeno plezanje odraslih (Raj in 
sod., 2017). Hurst in sod. (2014) so spremembe v vedenju ĉebel po izpostavitvi 
razliĉnim ksenobiotikom, kininu, amigdalinu in LiCl2, poimenovali kot »slabosti-
podobna vedenja«. V njihovem primeru so bila ta vedenja na primer podaljšano ĉistilno 
vedenje, oteţeno vzdrţevanje drţe telesa, vleĉenje in vihanje zadka (Hurst in sod., 
2014). Ta vedenja so se razlikovala od istih, ki smo jih opazili v naših testih, kar pomeni 
da so »slabosti-podobna vedenja« odvisna tudi od vrste in koncentracije ksenobiotika. 
 
5.2.7 Primerjava odzivov med poletnimi in zimskimi čebelami 
 
Kroniĉne prehranjevalne teste smo izvedli z generacijo kratkoţivih poletnih ĉebel in 
dolgoţivih zimskih ĉebel. Generaciji poletnih in zimskih ĉebel opravljata razliĉne 
naloge v panju in sta fiziološko zelo razliĉni, imata razliĉen metabolizem in razliĉno 
razvitost nekaterih ţlez (Winston, 1987). Zimske ĉebele pripravljajo panj na 
prezimovanje, prezimijo in pomagajo pri razvoju druţine v novi sezoni, zato imajo 
upoĉasnjeno presnovo, dobro razvito mašĉobno telo v zadku in so precej manj 
obĉutljive na nizke temperature v primerjavi s poletnimi ĉebelami (Winston, 1987). V 
naših poskusnih pogojih smo opazili razlike v vzorcu in stopnji prehranjevanja med 
poletnimi in zimskimi ĉebelami. Opazili smo tudi, da so testne spojine, AgNO3, nAg in 
nCeO2, pri poletnih in zimskih ĉebelah izzvale razliĉne odzive biokemijskih 
parametrov. Aktivnosti GST in AChE v vzorcih ĉebel iz kontrolnih skupin so bile višje 
pri zimskih ĉebelah v primerjavi s poletnimi. Razlike v aktivnosti AChE v ĉebelah, ki so 
bile v razliĉnih razvojnih stopnjah, so opazili tudi drugi (Polyzou in sod., 1997; Shapira 
in sod., 2001). Razlike v aktivnostih GST in AChE med poletnimi in zimskimi ĉebelami 
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bi lahko pripisali razlikam v njihovi fiziologiji. Badiou-Beneteau in sod. (2013) so v 
svoji raziskavi na ĉebelah na otoku La Reunion na JV Afrike preko celega leta 
spremljali razliĉne biokemijske biomarkerje (GST, membransko obliko AChE, 
metalotioneine, alkalno fosfatazo) in pri vseh so opazili sezonske variacije. Harris in 
Woodring (1992) sta opazila signifikantne sezonske razlike v vsebnosti treh biogenih 
aminov, oktopamina, dopamina in serotonina, v moţganih ĉebel. Crailsheim (1986, 
1990) je v okviru svojih raziskav na ĉebelah spremljal sezonsko spreminjanje vsebnosti 
proteinov in ugotovil, da je ta odvisna od razliĉnih dejavnikov, kot so starost, trenutna 
delovna vloga v druţini, vrste hrane in prehranjenost druţine (med drugim). Sezonske 
razlike v normalizirani vsebnosti proteinov smo opazili tudi v naši nalogi, saj smo pri 
zimskih ĉebelah v vseh treh telesnih kompartmentih izmerili precej niţjo vsebnost 
proteinov v primerjavi s poletnimi ĉebelami. Tudi variabilnost znotraj generacije je bila 
niţja, kar pomeni da so bile zimske ĉebele ţe precej enotna generacija ĉebel. Vzrok za 
niţjo vsebnost proteinov v glavah zimskih ĉebel bi lahko pripisali hipofaringealnim 
ţlezam, ki so hipertrofirane pri generaciji zimskih delavk (Brouwers, 1983). Vzrok za 
niţjo vsebnost proteinov v trupu in hemolimfi zimskih ĉebel pa gre morda na raĉun 
zmanjšanega metabolizma proteinov in poveĉanega metabolizma zaloţnih mašĉob pred 
zimo (Crailsheim, 1986, 1990). Opaţene razlike v odzivih med generacijo poletnih in 
zimskih so zelo zanimiv rezultat, zato bi bilo v prihodnosti smiselno narediti dodatne in 
še bolj podrobne študije z razliĉnimi generacijami ĉebel. 
 
5.2.8 Odzivi čebel v akutnih prehranjevalnih testih z izbiro hrane  
 
V akutnih 24-urnih prehranjevalnih testih z izbiro med neonesnaţeno in onesnaţeno 
hrano smo preizkušali raziskovalno in prehranjevalno vedenje poletnih ĉebel ter testirali 
sposobnost zaznave hrane, ki je bila onesnaţena z razliĉnimi koncentracijami ene od 
treh testnih snovi, nAg, AgNO3 ali nCeO2. Rezultati obeh akutnih izbirnih testov z 
nanopartikulatno in ionsko obliko Ag kaţejo, da so ĉebele zaznale in se izogibale 
onesnaţeni hrani, vendar pa se izogibanje ni stopnjevalo z narašĉajoĉo koncentracijo 
posamezne Ag zvrsti v hrani, kot bi morda priĉakovali (Slika 26B, 32B). Manjše 
uţivanje onesnaţene hrane so ĉebele nato nadomestile z uţivanjem veĉ neonesnaţene 
hrane, ki je bilo še posebej izrazito v tretmajih z AgNO3 (Slika 32A). V izbirnem testu z 
nAg smo statistiĉno znaĉilno izbiro neonesnaţene hrane opazili v tretmajih z višjimi 
koncentracijami nAg (50‒500 mg nAg L
-1
) (Student t test, p < 0,05) (Slika 26A, B). Sol 
AgNO3 pa je pri ĉebelah izzvala še moĉnejši izogibalni odziv v primerjavi z nAg, saj so 




 veliko raje izbirale neonesnaţeno 
hrano (Student t test, p < 0,05) (Slika 32A, B). Rezultati izbirnega testa z nCeO2 pa 
kaţejo, da ĉebele v danih poskusnih pogojih niso zaznale onesnaţene hrane, saj je niso 
raje izbirale niti se je niso izogibale v primerjavi z neonesnaţeno hrano (Slika 39A, B). 
Izjemo predstavlja tretma 0-250 mg nCeO2 L
-1
, v katerem so ĉebele v vseh treh 
ponovitvah raje izbirale onesnaţeno hrano kot pa neonesnaţeno, kar je potrdil tudi 
statistiĉni test (Student t test, p < 0,01) (Slika 39A, B).  
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Ko smo videli rezultate izbirnih testov, nas je zanimalo, kako so se poletne in zimske 
ĉebele iz kroniĉnih prehranjevalnih testih brez izbire hrane, ki niso imele moţnosti 
izbirati med razliĉnima kvalitetama hrane, odzvale v prvih 24 urah izpostavitve. V ta 
namen smo na skupne grafe narisali stopnjo prehranjevanja ĉebel v prvih 24. urah iz 
obeh kroniĉnih testov in skupno stopnjo prehranjevanja iz akutnega testa z izbiro hrane 
(Slika 27, 33, 40). Ugotovili smo, da so odzivi poletnih in zimskih ĉebel v prvih 24 urah 
kroniĉnih testov podprli rezultate, ki smo jih dobili v izbirnih testih s posamezno testno 
kemikalijo. Namreĉ v tretmajih z nAg in AgNO3 testa z izbiro hrane, v katerih so se 
ĉebele izogibale onesnaţeni hrani, so tudi poletne in zimske ĉebele ţe na zaĉetku 
kroniĉnih prehranjevalnih testov zmanjšale stopnjo prehranjevanja. Podobno pa velja 
tudi za nCeO2. Nanodelci nCeO2 pri ĉebelah niso izzvali ne preference ne izogibanja in 
tudi stopnja prehranjevanja poletnih in zimskih ĉebel ni bila spremenjena ob zaĉetku 
kroniĉnih prehranjevalnih testov. Opazili pa smo tudi, da je bila v vseh treh akutnih 
prehranjevalnih testih z izbiro hrane z nAg/AgNO3/nCeO2, kjer so lahko ĉebele prosto 
izbirale med kontrolno in onesnaţeno hrano, skupna stopnja prehranjevanja ĉebel precej 
višja kot pa v obeh kroniĉnih testih (Slika 27, 33, 40). To bi lahko pojasnilo pašno 
vedenje, ki je znaĉilno za ĉebele. V naravi ĉebele raziskujejo svojo okolico in se na 
svoji poti hranijo na razliĉnih virih hrane, dokler ne najdejo najprimernejšega, ki ga nato 
obiskujejo, dokler jim nudi hrano. Tako je bilo morda v tretmajih z nCeO2, v katerih 
ĉebele onesnaţena hrana ni odvrnila, zato so enakovredno obiskovale oba ponujena vira 
hrane. V primeru tretmajev z nAg in AgNO3 pa so morda ĉebele zauţito onesnaţeno 
hrano prepoznale kot manj primeren vir hrane, ki so jo nato razredĉile z uţivanjem veĉ 
neonesnaţene hrane, da bi zmanjšale potencialni kvarni uĉinek, kar je znaĉilno 
obrambno vedenje pri ĉebelah (Berenbaum in Johnson, 2015).   
 
Rezultati, ki smo jih dobili s kroniĉnimi in akutnimi prehranjevalnimi testi so zelo 
zanimivi, saj kaţejo na to, da ĉebele zaznavajo spremenjeno kvaliteto hrane zaradi 
prisotnosti soli AgNO3 oz. nAg ali nCeO2. Moţno je, da ĉebele lahko zaznavajo kovine 
v hrani, vendar mehanizmi gustatorne percepcije kovin ali NM še niso bili raziskani z 
elektrofiziološkimi metodami ali opisani pri ĉebelah. Edine študije, v katerih so testirali 
sposobnost zaznave kovin ali NM v hrani z vedenjskimi testi, so objavili Hladun in sod. 
(2012), Burden in sod. (2016) in Glavan in sod. (2017), resp. Hladun in sod. (2012) in 
Burden in sod. (2016) so na imobiliziranih ĉebelah testirali razliĉne zvrsti selena, in 
sicer anorgansko (selenat) in organsko zvrst (selenometionin ali metilselenocistein, 
resp.). V prvi študiji so testirali gustatorno percepcijo selenovih zvrsti in ugotovili, da 
sta selenometionin in metionin zmanjšala refleks iztegovanja proboscisa, ne pa tudi 
selenat (Hladun in sod., 2012). V drugi šudiji pa so ĉebele po enkratni oralni dozi še 
olfaktorno pogojevali, ker je selen hlapljiv element, in ugotovili, da selenove zvrsti 
lahko zmanjšajo kognitivne sposobnosti ĉebel (Burden in sod., 2016). Glavan in sod. 
(2017) so v akutnem izbirnem testu pokazali, da so ĉebele imele preferenco za hrano, ki 
je bila onesnaţena z NM ZnO, kljub temu da so bile uporabljene koncentracije delcev 
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Mnogo veĉ pa je bilo narejenega na drugih spojinah in ve se, da ĉebele zaznavajo 
sladkorje, proteine, aminokisline, lipide, aromatiĉne spojine, soli in vodo (De Brito 
Sanchez, 2011). Vemo tudi, da so se ĉebele sposobne nauĉiti prepoznati in izogniti 
doloĉenim virom hrane oz. spojinam, ki jih ali odvraĉajo ali pa se nanje po zauţitju 
odzovejo razliĉni signalni mehanizmi (Wright in sod., 2010; Hurst in sod., 2014; 
Kessler in sod., 2015), ko imajo ĉebele pri tem prosto izbiro (Wright in sod., 2010; De 
Brito Sanchez, 2011). Spojine, ki imajo odvraĉalni uĉinek (t.i kemiĉni repelenti, ang. 
antifeedants), so na primer koncentrirane raztopine, ki jih ljudje zaznavamo kot zelo 
grenke ali slane (npr. kinin in amigdalin) (Isman, 2002). Izogibalno vedenje pa izgine, 
ĉe so ĉebele imobilizirane in poţirajo te raztopine, kljub temu da jim lahko škodi ali 
lahko celo poginejo zaradi zastrupitve (De Brito Sanchez, 2011). Wright in sod. (2010) 
so pokazali, da ĉebele zavraĉajo kinin ţe, ko ga le okusijo, medtem ko se izogibanja 
amigdalinu nauĉijo po hranjenju, pri tem pa naj bi imela vlogo dopaminergiĉni in 
serotoninski sistem.  
 
V teoriji bi bilo lahko zmanjšano prehranjevanje po zauţitju nAg ali AgNO3 rezultat 
direktnega vpliva Ag
+
-ionskih zvrsti na periferne senzile gustatornih receptorjev, ki se 
nahajajo na distalnih segmentih anten, ustnih okonĉinah in stopalih prvega para nog 
(Winston, 1987; De Brito Sanchez, 2011), saj se ĉebele odzivajo na soli (De Brito 
Sanchez, 2011; Hurst in sod., 2014). Druga moţnost pa je, da bi bilo lahko zmanjšano 
prehranjevanje posledica odziva drugih signalnih mehanizmov na kvarno delovanje 
srebra (Wright in sod., 2010; Hurst in sod., 2014; Kessler in sod., 2015). Na izbiro 
hrane v tretmajih z nAg in AgNO3 bi lahko vplivala tudi stabilizator PVP, ki je bil 
dodan disperziji nAg, oz. anioni NO
3-
, saj je bila sol AgNO3 vir kationov Ag
+
. Loĉenih 
testov s tema spojinama nismo naredili, ker (1) sta bili vrsta in koncentracija PVP v 
disperziji nAg zaupna podatka proizvajalca in ju nismo poznali; in (2) bi bila edini vir 
anionov NO
3-
 dušikova (V) kislina, s katero bi vnesli tudi katione H
+
 in bi poslediĉno 
moĉno zniţali pH hrane. Ali so PVP oz. anioni NO
3-
 vplivali na izbiro hrane pri 
ĉebelah, ne vemo, in tudi podatkov, ki bi to potrdili, v znanstveni literaturi ţal nismo 
našli. Vemo pa, da so študije, v katerih so preuĉevali vplive kationov/anionov iz 
anorganskih soli na organizme, pokazale, da je za opaţene biološke odzive lahko 
odgovorna kombinacija kationa in aniona in je individualni vpliv iona prikrit (Simmons, 
2012; Owojori in Reinecke, 2014; Škarkova in sod., 2016a). Na izbiro hrane v tretmajih 
z nAg pa zagotovo ni vplival pH, kljub temu da so vrednosti pH v testni hrani upadale 
med pH 6,24 (pri 2 mg nAg L
-1
) in pH 3,10 (pri 500 mg nAg L
-1
) z narašĉajoĉo 
koncentracijo nAg (Preglednica 5). 
 
Za preferenco hrane z nCeO2, ki se je pokazala le pri eni koncentraciji 250 mgL
-1
 v vseh 
treh prehranjevalnih testih – v obeh kroniĉnih testih brez izbire hrane s poletnimi in 
zimskimi ĉebelami in v akutnem testu z izbiro hrane, pa verjetno tiĉi druga razlaga. Ena 
moţna razlaga bi bila v fizikalno-kemijskih lastnostih disperzije nCeO2 pri koncentraciji 
250 mgL
-1
, zaradi katerih je bila hrana najbolj zanimiva za ĉebele. Karakterizacija je 
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polidisperzna (PDI = 1,973) in so imeli nanodelci najveĉji hidrodinamski premer (1138 
nm) v primerjavi z drugimi koncentracijami nCeO2. Raziskav, ki bi potrdile, da ĉebele 
zaznavajo teksturo hrane, ni, so pa podobno razlago ponudili tudi Glavan in sod. (2017) 
v izbirnem testu z NM ZnO.  
 
5.3 RAZPRAVA REZULTATOV NA ENAKONOŢCIH 
 
5.3.1 Pot izpostavitve enakonoţcev  
 
V naravi lahko enakonoţci pridejo v stik z razliĉnimi ksenobiotiki, ki se z vetrom, 
padavinami ali antropogeno odloţijo na površino rastlinja, opada in prsti na razliĉne 
naĉine: (1) z zakopavanjem v prst, (2) s poţiranjem delcev prsti in hrane, (3) s pitjem 
intersticielne vode ter (iv) s kapilarnim vlekom intersticielne vode z uropodi (Hopkin, 
1989; Zimmer, 2002; Vijver in sod., 2005; Loureiro in sod., 2005; Tourinho in sod., 
2012, 2015a). To stanje lahko simuliramo v laboratoriju z razliĉnimi testi. V naši 
doktorski nalogi smo kot osnovo za raziskave vpliva izbranih NM na holinergiĉni 
sistem in vedenje enakonoţcev uporabili oralno izpostavitev preko onesnaţene hrane in 
v nekaterih poskusih tudi preko onesnaţene prsti. Za to smo se odloĉili, ker so 
predhodne študije na enakonoţcih pokazale, da je glavna pot privzema kovin v telo 
preko prebavila, saj eksoskelet ne omogoĉa znatnejšega vnosa snovi v telo (Vivjer in 
sod., 2005). Znano pa je, da lahko lipofilne in hlapljive snovi, kot so nekateri pesticidi, 
prehajajo v telo tudi skozi telesno površino enakonoţcev (Vink in sod. 1995; Loureiro 
in sod., 2005). Poleg tega pa so tudi v dosedanjih študijah, ki smo jih povzeli v Prilogi 
B, enakonoţce izpostavili NM po oralni poti preko onesnaţene hrane v klasiĉnih 
prehranjevalnih testih (Jemec in sod., 2008; Drobne in sod., 2009; Pipan-Tkalec in sod., 
2010, 2011; Novak in sod. 2012a, b, c; Valant in sod. 2012; Golobiĉ in sod., 2012; 
Novak in sod. 2013a, 2013b; Menard-Srpĉiĉ in sod., 2014; Romih in sod., 2015; Romih 
in sod., 2016a, b; Škarkova in sod., 2016; Jemec in sod., 2016a; Malev in sod., 2017; 
Tourinho in sod., 2013, 2015a, b, c).  
 
Dodatno pri enakonoţcih nismo preverjali površinske adsorbcije testnih NM, saj so bile 
ţivali hranjene s suhimi leskovimi listi, na katere so bili nanešeni NM, ki pa se na listno 
površino veţejo in ne odpadajo (Romih in sod., 2016a, b). V akutnih vedenjskih testih z 
izbiro prsti in skupinskih prehranjevalnih testih z TiO2 (RD3) bi bila moţna izpostavitev 
preko uropodov, ki lahko iz prsti privzamejo intersticielno vodo s pomoĉjo kapilarnega 
vleka (Loureiro in sod., 2005). Podrobne karakterizacije testnih prsti, ki smo jih 
uporabili v vedenjskih testih, nismo naredili, zato ne vemo zagotovo, v katerih frakcijah 
prsti so bili prisotni NM. Glede na podatke iz literature pa sklepamo, da so bili 
nanodelci nAg, nCeO2 in (n)TiO2 del partikulatne frakcije ali vezani na mineralne in 
organske koloide v prsti (Arai in Dahle, 2017; Hotze in sod., 2010; Tourinho in sod., 
2012; Cornelis in sod., 2011). V primeru nAg pa bi Ag
+
-ionske zvrsti lahko vsaj 
prehodno priĉakovali v vodni frakciji intersticija (Tourinho in sod., 2015a, b). 
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5.3.2 Odzivi organizemskega nivoja na izpostavitev NM pri enakonoţcih  
 
Prehranjevalni testi so sledili uveljavljenim protokolom in so nam omogoĉili 
spremljanje razliĉnih parametrov prehranjevanja (stopnje prehranjevanja, stopnje 
iztrebljanja, uĉinkovitosti asimilacije hrane, spremembe biomase), 
izbirnega/izogibalnega vedenja, druge spremembe v vedenju in preţivetja posamezne 
ţivali (Drobne in Hopkin, 1994 in 1995; Zidar s sod., 2005, 2012; Drobne in sod., 
2009). V naših nalogi smo soĉasno izvedli prehranjevalna testa brez in z izbiro hrane. 
Izbirni test smo izvedli z namenom, da bi pri izpostavljenih enakonoţcih preverili 
sposobnost zaznave, preference ali izogibanja hrani, ki je vsebovala razliĉne 
koncentracije posameznega NM, t.j. nAg, nCeO2 ali (n)TiO2. 
 
5.3.2.1 Odzivi organizemskega nivoja na izpostavitev nAg pri enakonoţcih  
 
V poskusnih pogojih prehranjevalnega testa brez in z izbiro hrane, ki je bila onesnaţena 
z nAg v koncentracijah 0,1; 0,5; 1 in 2 g nAg kg
-1
 suhe hrane, nismo opazili znaĉilnega 
vpliva na preţivetje enakonoţcev (Preglednica 17). V prehranjevalnem testu brez izbire 
hrane je smrtnost sicer narašĉala vzporedno z izpostavitveno koncentracijo, a ni 
presegla meje 20 %, ki so jo priporoĉili Hornung in sod. (1998). V prehranjevalnem 
testu z izbiro hrane smrtnost ni kazala koncentracijsko-odvisnega trenda, je bila pa 
smrtnost v srednjem tretmaju 0-0,5 g nAg kg
-1 
suhe hrane kar 25 %, a smo jo pripisali 
neuspešni levitvi testnih ţivali in ne izpostavitvi nAg.  
 
Stopnja prehranjevanja enakonoţcev v prehranjevalnem testu brez izbire hrane je bila 
koncentracijsko odvisna in je bila znaĉilno niţja v tretmajih z višjo koncentracijo nAg 
(0,5‒2 g kg
-1
 suhe hrane) v primerjavi s kontrolo (Slika 41). V prehranjevalnem testu z 
izbiro hrane pa izpostavitev nAg ni imela vpliva na stopnjo prehranjevanja, kljub temu 
da so enakonoţci zaznali in se izogibali hrane, ki je bila onesnaţena z nAg, ţe pri 
najniţjem tretmaju, a so zato uţivali veĉ neonesnaţene hrane (Slika 45). Ko smo 
primerjali tretmaje z enako nominalno koncentracijo nAg v obeh testih, se je izkazalo, 
da je bila stopnja prehranjevanja znaĉilno višja v prehranjevalnem testu z izbiro hrane v 
tretmajih 0-0,5 ‒ 0-2 g nAg kg
-1
 suhe hrane, kjer so enakonoţci lahko hkrati izbirali 
med dvema kvalitetama hrane. Stopnja iztrebljanja enakonoţcev je bila znaĉilno niţja le 
v tretmaju z najvišjo koncentracijo 2 g nAg kg
-1
 suhe hrane v prehranjevalnem testu 
brez izbire hrane, medtem ko v testu z izbiro hrane nismo opazili posebnosti (Slika 42). 
Stopnja iztrebljanja enakonoţcev je bila višja v izbirnem testu v primerjavi s testom 
brez izbire, kar je bilo v skladu z višjo stopnjo prehranjevanja enakonoţcev v izbirnem 
testu. Ko smo izraĉunali indeks spremembe biomase za oba testa, smo opazili, da so 
imeli enakonoţci, ki so bili izpostavljeni nAg v testu z izbiro hrane, znaĉilno manjši 
prirastek telesne biomase v primerjavi s kontrolno skupino (Slika 44). Podobnega trenda 
v testu brez izbire hrane nismo opazili, so pa enakonoţci iz tretmaja z najvišjo 
koncentracijo 2 g nAg kg
-1
 suhe hrane izgubili telesno teţo, ki se je kazala kot negativna 
sprememba biomase. Izgubo biomase smo pripisali porabi telesnih energetskih zalog 
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zaradi zmanjšanega prehranjevanja in poveĉanih energijskih potreb za vzdrţevanje 
bazalnega metabolizma in kompenzatornih mehanizmov, ki postanejo energetsko 
zahtevni, ko je organizem izpostavljen stresorjem. Izbrane testne koncentracije nAg v 
poskusnih pogojih prehranjevalnega testa brez in z izbiro hrane niso imele statistiĉno 
pomembnega vpliva na uĉinkovitost asimilacije hrane (Slika 43), ĉeprav bi priĉakovali, 
da se bo povišala (Drobne in Hopkin, 1994, 1995; Tourinho in sod., 2015b; Romih in 
sod., 2016b). Namreĉ, enakonoţci lahko poveĉajo uĉinkovitost asimilacije nizko-
kvalitetne ali onesnaţene hrane tako, da upoĉasnijo presnovo in podaljšajo zadrţevalni 
ĉas hrane v prebavnem traktu (Drobne in Hopkin, 1994, 1995). V našem primeru pa 
izpostavljeni enakonoţci niso upoĉasnili presnove, temveĉ so onesnaţeno hrano hitro 
izloĉili iz prebavnega trakta, kar je lahko tudi mehanizem zašĉite pred kvarnimi vplivi 
onesnaţevala. 
 
Odzivi organizemskega nivoja (smrtnost in prehranjevalni parametri), ki smo jih opazili 
pri enakonoţcih iz prehranjevalnega testa brez izbire hrane, so bili primerljivi z 
rezultati, ki smo jih dobili v enakih poskusnih pogojih z nAg v dveh internih 
preliminarnih testih in študiji, objavljeni v Romih in sod. (2016b). Te dopolnilne 
rezultate za primerjavo in v podporo našim rezultatom smo vkljuĉili v Prilogi C. Med 
opazovanimi prehranjevalnimi parametri sta se stopnja prehranjevanja in stopnja 
iztrebljanja izkazali kot najbolj ponovljiva in koncentracijsko odvisna odziva, ki sta bila 
znaĉilno zmanjšana pri koncentraciji 1 g nAg kg
-1
 suhe hrane (Priloga C2, C3). V 
primeru uĉinkovitosti asimilacije hrane in spremembe biomase pa take doslednosti 
nismo opazili v vseh poskusih (Priloga C4, C5). Iz tega sklepamo, da sta ta dva odziva 
pogojena tudi s fitnesom izhodišĉne populacije v smislu prehranjenosti, splošnega 
fiziološkega stanja in morebitne prisotnosti okuţb, ki lahko oslabijo kulturo (Kostanjšek 
in sod., 2002).  
 
Podobno kot kaţejo naši rezultati, so opazili tudi Tourinho in sod. (2015a), ko so 
enakonoţce P. pruinosus izpostavili nAg z alkansko obleko (AMEPOX, 3‒8 nm) in 
AgNO3. Izpostavitev je potekala na dva naĉina, preko onesnaţenih listov jelše (1‒1,5 g 
Ag kg
-1 
suhe hrane) ali onesnaţene prsti Lufa 2.2 (0,001‒0,5 g Ag kg
-1
 suhe prsti) z 
dodano neonesnaţeno hrano. Partikulatna in ionska oblika srebra sta tekom 14-dnevne 
izpostavitve izzvali koncentracijsko odvisne odzive v obeh naĉinih izpostavitve, ki so se 
kazali kot izogibanje onesnaţeni hrani, zmanjšana stopnja prehranjevanja in zmanjšana 
biomasa (Tourinho in sod., 2015a). Ionska oblika srebra je imela veĉje in bolj negativne 
biološke uĉinke v primerjavi z nAg, ki so bili še posebno izraziti v prehranjevalnem 
testu, podobno pa so opazili tudi Romih in sod. (2016b). Pipan-Tkalec in sod. (2011) pa 
so poroĉali, da 14-dnevna izpostavitev leskovim listom, onesnaţenim z vodno disperzijo 
nAg (TEM 30‒200 nm, Sigma Aldrich), ni imela vpliva na klasiĉne toksikološke 
biomarkerje (smrtnost, stopnjo prehranjevanja ali spremembo biomase) pri enakonoţcih 
P. scaber, kljub temu da so bili enakonoţci izpostavljeni višjim koncentracijam nAg 
(0,0001‒5 g nAg kg
-1
 suhe hrane). V tej študiji so disperzijo nAg pripravili iz 
praškastega materiala in se pri tem posluţili le vorteksiranja, ne pa tudi soniciranja, ki 
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mnogo bolje razprši primarne delce. Drugih podatkov, kot so naĉin sinteze nAg, 
stabilnost disperzije in prisotnost Ag
+
-ionskih zvrsti, v študiji Pipan-Tkalec in sod. 
(2011) ni bilo, zato teţko najdemo prave vzroke za razlike v opazovanih odzivih 
enakonoţcev med njihovo in našo študijo. Vemo, da so bili primarni delci nAg veĉji v 
primerjavi z našimi, niso bili obleĉeni in disperziji ni bil dodan stabilizator, kar vse 
skupaj lahko vpliva na agregacijo NM in s tem na neenakomerno porazdelitev NM na 
površini listov (Tourinho in sod., 2015a). Za enakonoţce pa vemo, da z izbiranjem 
hrane lahko nadzirajo vnos nAg in se na ta naĉin zašĉitijo pred potencialnimi kvarnimi 
posledicami. 
 
Po konĉani 14-dnevni izpostavitvi smo v razklopljenih vzorcih enakonoţcev iz 
prehranjevalnega testa brez in z izbiro hrane izmerili vsebnost srebra (Ag). Vsebnost Ag 
je bila znaĉilno povišana v enakonoţcih iz vseh tretmajev z nAg v obeh testih in je 
kazala koncentracijsko-odvisni trend (Slika 46). Predpostavili smo, da so bili vir 
akumuliranega srebra odtopljeni Ag
+
 ioni in ne nAg, ker smo v testnih disperzijah nAg 
pokazali visoko vsebnost Ag
+
-ionskih zvrsti (47,63±1,90 %). Ta predpostavka je bila v 
skladu z izsledki predhodnih študij (Pipan-Tkalec in sod., 2011; Novak in sod., 2013b; 
Tourinho in sod., 2015a). Novak in sod. (2013b) so na primer pokazali akumulacijo 
kobalta v celicah hepatopankreasa, ne pa tudi ţeleza, iz nanokompozitov CoFe2O4, kar 
kaţe na to, da se niso internalizirali intaktni nanodelci, temveĉ odtopljeni ioni. Do 
internalizacije intaktnih nAg bi sicer lahko prišlo z endocitozo delcev iz lumna cevk ali 
z vstopom delcev skozi poškodovane celiĉne membrane. Poškodbe celiĉnih membran bi 
lahko nastale zaradi oksidativnega stresa, do katerega lahko pride zaradi oksidacije 
površine nAg v vodnem in aerobnem okolju (Kumar in sod., 2005), ki vlada v lumnu 
hepatopankreasa (Zimmer, 2002). A analiza ultrastrukture celic hepatopankreasa ni 
pokazala znaĉilnih razlik med kontrolnimi enakonoţci in enakonoţci, ki so bili 
izpostavljeni nAg (Pipan-Tkalec in sod., 2011). Raziskovalci niso opazili niti 
internaliziranih nanodelcev, ki bi jih videli kot elektronsko goste vkljuĉke v citoplazmi, 




(Pipan-Tkalec in sod., 2011). 
Mikrolokalizacija srebra je pokazala prisotnost Ag le v celicah S v hepatopankreasu, ne 
pa tudi v celicah B (Pipan-Tkalec in sod., 2011; Tourinho in sod., 2015b). V celicah S je 
bilo srebro kolokalizirano skupaj s Cu in Zn v granulah tipa B, ki so bogate z ţveplom 
(Hopkin, 1989, 1990b; Pipan-Tkalec in sod., 2011). V granulah tipa B se veţejo kovine 
z afiniteto do ligandov, ki vsebujejo ţveplo, kot so Cd, Co, Cu, Hg, Pb, Zn (Hopkin, 
1989, 1990b) in seveda tudi Ag, za katerega je znana afiniteta do ‒SH skupin (Jeon in 
sod., 2003). Enako so tudi potrdili pri enakonoţcih P. pruinosus Tourinho in sod. 
(2015b). Ko smo iz izmerjenih podatkov izraĉunali zauţite doze Ag
+
-ionskih zvrsti, 
smo videli, da Ag
+
 ioni niso bili zadostni vir, ki bi pojasnil celotno vsebnost Ag v 
enakonoţcih, kar podpirajo tudi rezultati naše predhodne študije v Romih in sod. 
(2016b). Upoštevati moramo sicer tudi moţnost, da je na listih prišlo do 
biotransformacije in verjetno razmerje med izmerjenimi Ag-zvrstmi ni bilo popolnoma 
enako kot v izvornih disperzijah (Romih in sod., 2016b). Kljub temu pa velja, da so 
enakonoţci lahko akumulirali srebro iz treh virov: prostih Ag
+
, kompleksov med PVP in 
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ter ionov, ki so se odtopili s površine delcev nAg (Romih in sod., 2016b).  
 
Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo v obeh testih nismo opazili 
statistiĉno znaĉilnih razlik v vsebnosti Ag v enakonoţcih, kljub temu da so bile zauţite 
doze nAg in Ag
+
-ionskih zvrsti višje v testu brez izbire (Preglednica 18). Povpreĉne 
vsebnosti Ag v enakonoţcih iz tretmajev z višjima koncentracijama nAg 1 in 2 g kg
-1
 
suhe hrane v testu brez izbire so bile niţje, kot bi priĉakovali glede na doze nAg, ki so 
jih zauţili. V teh tretmajih so zauţite doze nAg oĉitno ţe obremenile metabolizem Ag v 
hepatopankreasu in druge metabolne procese enakonoţcev, kar smo na organizemskem 
nivoju opazili kot znaĉilno zmanjšanje prehranjevanja in izgubo biomase (Drobne in 
Hopkin, 1994, 1995; Loureiro in sod., 2006; Zidar in sod., 2012). Kljub temu pa 
kapacitete za asimilacijo Ag v celicah hepatopankreasa še niso bile doseţene, saj je bila 
povpreĉna vsebnost Ag v enakonoţcih iz testa z izbiro hrane višja, pa ĉeprav so bile 
zauţite doze nAg niţje. Namreĉ v testu z izbiro hrane so enakonoţci s prilagajanjem 
svojega prehranjevalnega vedenja postopoma vnašali onesnaţeno hrano, ki so jo redĉili 
s kontrolno hrano, in na ta naĉin postopoma obremenili mehanizme privzema in 
skladišĉenja srebra ter zmanjšali kvarni vpliv nAg. Ti rezultati so v skladu z rezultati 
raziskave Tourinho in sod. (2015b), ki so spremljali kinetiko privzema (21 dni 
izpostavitve) in izloĉanja (21 dni neonesnaţenega medija) srebra pri P. pruinosus, ki so 
bili izpostavljeni nAg ali AgNO3 preko onesnaţene prsti Lufa 2.2 ali onesnaţene hrane. 
Pokazali so, da imajo enakonoţci velike fiziološke kapacitete za vezavo Ag v 
hepatopankreasu. Kinetika privzema Ag se je razlikovala od naĉina izpostavitve 
(prst/hrana), a izloĉanje srebra je bilo zanemarljivo in zelo poĉasno v obeh primerih 
(Tourinho in sod., 2015b). Srebro v prsti je bilo bolj biodostopno za enakonoţce, saj so 
akumulirali hitreje in veĉ Ag kot pa tisti, ki so uţivali s srebrom onesnaţeno hrano 
(Tourinho in sod., 2015a, b). 
 
5.3.2.2 Odzivi organizemskega nivoja na izpostavitev nCeO2 pri enakonoţcih  
 
V poskusnih pogojih prehranjevalnega testa brez in z izbiro hrane, ki je bila onesnaţena 
z nCeO2 (Sigma Aldrich) v koncentracijah 0,1; 0,5; 1 in 2 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane, 
nismo opazili znaĉilnega vpliva na preţivetje enakonoţcev (Preglednica 19). Stopnja 
prehranjevanja enakonoţcev v prehranjevalnem testu brez izbire hrane je bila 
koncentracijsko odvisna in je bila znaĉilno niţja v tretmajih z višjo koncentracijo nCeO2 
(1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane) v primerjavi s kontrolo (Slika 51). V prehranjevalnem testu z 
izbiro hrane pa smo opazili tako zmanjšanje kot tudi povišanje stopnje prehranjevanja v 
tretmajih 0-0,5 in 0-2 g kg
-1
 suhe hrane, resp. V vseh tretmajih z nCeO2 izbirnega testa 
so enakonoţci jedli nekoliko veĉ neonesnaţene hrane, a  izbira ni bila tako izrazita kot v 
primeru nAg. Ko smo primerjali tretmaje z enako nominalno koncentracijo nCeO2 v 
obeh testih, se je izkazalo, da je bila stopnja prehranjevanja znaĉilno višja v 
prehranjevalnem testu z izbiro hrane v tretmajih 0-1 in 0-2 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane, 
kjer so enakonoţci lahko hkrati izbirali med dvema kvalitetama hrane. V srednjem 
tretmaju 0-0,5 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane smo opazili znaĉilno niţjo stopnjo 
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prehranjevanja, saj so enakonoţci tekom celotnega poskusa pojedli manj ponujene 
hrane ne glede na njeno kvaliteto. Stopnja iztrebljanja enakonoţcev se je ujemala s 
stopnjo prehranjevanja v posameznem testu: v testu brez izbire je bila znaĉilno 
zmanjšana v obeh najvišjih tretmajih, medtem ko je bila v izbirnem testu znaĉilno višja 
v tretmajih 0-0,1, 0-1 in 0-2 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane (Slika 52). Izpostavitev 
enakonoţcev nCeO2 v prehranjevalnem testu z izbiro hrane je imela manjši vpliv na 
spremembo biomase v primerjavi z nAg. Enakonoţci iz srednjega tretmaja 0-0,5 g 
nCeO2 kg
-1
 suhe hrane so izgubili telesno teţo in podobno smo opazili tudi v tretmaju 1 
g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane iz testa brez izbire hrane (Slika 54). V obeh primerih se je 
izguba telesne teţe kazala kot negativna sprememba biomase, kar je bila verjetno 
posledica porabe telesnih energetskih zalog zaradi zmanjšanega prehranjevanja. V 
splošnem so imeli enakonoţci iz testa brez izbire hrane manjši prirastek biomase v 
primerjavi z enakonoţci, ki so lahko izbirali med dvema kvalitetama hrane. Izbrane 
testne koncentracije nCeO2 v poskusnih pogojih prehranjevalnega testa brez in z izbiro 
hrane niso imele izrazitega vpliva na uĉinkovitost asimilacije hrane (Slika 53), ĉeprav bi 
priĉakovali, da se bo ta povišala (Drobne in Hopkin, 1994, 1995). Nasprotno pa smo v 
testu z izbiro hrane v dveh tretmajih opazili znaĉilno niţjo uĉinkovitost asimilacije 
hrane, kar pomeni, da so enakonoţci velik del hrane, ki so jo zauţili, hitro izloĉili. To je 
manj tipiĉen pojav, a je kljub temu lahko strategija zašĉite pred kvarnim delovanjem 
onesnaţevala.  
 
V podobnih poskusnih pogojih, kot so bili v našem prehranjevalnem testu brez izbire 
hrane, so Malev in sod. (2017) enakonoţce P. scaber za 14 dni preko hrane izpostavili 
nCeO2 (1, 2 in 5 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane), ki so ga sintetizirali sami in se za pripravo 
disperzije posluţili le vorteksiranja. Izpostavitev ni povzroĉila smrtnosti enakonoţcev, 
je pa imela vpliv na stopnjo prehranjevanja, ki je bila znaĉilno povišana pri 1 g nCeO2 
kg
-1
 suhe hrane in znaĉilno zniţana pri 2 in 5 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane. Tourinho in sod. 
(2015c) so enakonoţce P. pruinosus izpostavili na prsti Lufa 2.2, ki je bila onesnaţena z 
nCeO2 (10‒50 nm, 0,01‒1 g CeO2 kg
-1
 suhe prsti), in jim ponudili neonesnaţeno hrano 
ad libitum. Tudi v poskusnih pogojih, ki so bili zelo razliĉni od naših, nCeO2 niso imeli 
kvarnega uĉinka na preţivetje in spremembo biomase enakonoţcev. Podobno kot mi pa 
so opazili koncentracijsko odvisno upadanje stopnje prehranjevanja, ki je bila znaĉilno 
zmanjšana v najvišjem tretmaju 1 g nCeO2 kg
-1
 suhe prsti (Tourinho in sod., 2015c).  
 
Po 14-dnevni izpostavitvi smo v razklopljenih vzorcih enakonoţcev iz prehranjevalnega 
testa brez in z izbiro hrane izmerili vsebnost cerija (Ce). Analiza morebitnih 
asimiliranih intaktnih nanodelcev nCeO2 ni bila mogoĉa iz dveh vidikov: (1) nCeO2 
razpadejo med razklopom tkiva v oksidacijskih pogojih (Vimalnath in sod., 2005) in (2) 
analiza z metodo ICP-MS ne omogoĉa analize partikulatnih oblik, saj se v plazmi vsi 
analiti atomizirajo. Vsebnost Ce je bila znaĉilno povišana v enakonoţcih iz tretmajev z 
nominalno koncentracijo 0,5; 1 in 2 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s kontrolo v 
obeh testih in je kazala koncentracijsko-odvisni trend (Slika 56). Iz izmerjenih podatkov 
prehranjevanja in vsebnosti ionskih zvrsti v izvornih disperzijah nCeO2 smo izraĉunali 
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-ionskih zvrsti, ki so jih zauţili analizirani enakonoţci (Preglednica 20). Ob 
pogledu na te izraĉune nam je bilo jasno, da zelo majhen deleţ Ce
3+/4-
-ionskih zvrsti 
(0,33±0,10 %) v disperziji ni bil zadostni vir, ki bi pojasnil celotno vsebnost Ce v 
enakonoţcih. Predpostavili smo, da bi enakonoţci lahko asimilirali Ce iz treh virov: (1) 
Ce
3+/4-
-ionskih zvrsti v disperziji, (2) Ce
3+/4 
ionov, ki so se odtopili s površine 
nanodelcev in/ali (3) nCeO2. Prisotnost Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti v disperziji smo potrdili z 
analizo. Za nCeO2 velja, da so pri normalnih (fizioloških) pogojih izjemno slabo topni 
oz. netopni v vodnih medijih (Brunner in sod., 2006; Boily in sod., 2012; Dahle in Arai, 
2015), kot je na primer ĉrevesni sok, zato je dodatno odtapljanje Ce
3+/4 
ionov s površine 
nCeO2 manj verjetno. Temu v prid govori študija, v kateri smo enakonoţce preko hrane 
izpostavili ali soli AuCl3 ali pa NM Au (Škarkova in sod., 2016b), ki tako kot nCeO2, 
veljajo za netopni NM (Brunner in sod., 2006; Boily in sod., 2012; Škarkova in sod., 
2016b). Rezultati so pokazali, da ni prišlo do asimilacije ionske ali partikulatne oblike 
zlata, niti se NM Au niso raztapljali (Škarkova in sod., 2016b). Raztapljanje NM v 
ĉrevesnem soku enakonoţcev pa ni nemogoĉe in je lahko celo pospešeno, kar potrjujejo 
predhodne študije na enakonoţcih z razliĉnimi NM, kot so ZnO, Cu in CoFe2O4 (Pipan-
Tkalec in sod., 2010; Golobiĉ in sod., 2012; Novak in sod., 2013b; Romih in sod., 
2016a). V teh študijah so v izvornih disperzijah NM Cu, CoFe2O4 in ZnO s fizikalno-
kemijskimi metodami prav tako izmerili zelo majhne deleţe ionskih zvrsti, ki so znašale 
0,018‒0,031 % Cu
2+
 (Golobiĉ in sod., 2012), 0,17±0,04 % Zn
+ 
(Romih in sod., 2016a) 
in 0,008% Co
2+ 
(Novak in sod., 2013b), resp. A rezultati kaţejo, da je pri vseh treh NM 
prišlo do odtapljanja ionskih zvrsti v ĉrevesnem soku enakonoţcev, in v primeru ZnO 
NM se je raztopilo kar 97 % zauţitih nanodelcev (Pipan-Tkalec in sod., 2010), pri Cu 
NM pa celo 99 % zauţitih nanodelcev (Golobiĉ in sod., 2012). Ti avtorji so kot enega 
izmed vzrokov za raztapljanje NM pripisali sestavinam ĉrevesnega soka enakonoţcev, 
ki vsebuje encime, aminokisline, ligande/kelatorje in lipidne surfraktante, in ne 
protonaciji, saj je pH ĉrevesnega soka v obmoĉju med 5,8 in 6,4 (Zimmer, 1997a, 
2002). Bioakumulacija cerija v enakonoţcih do sedaj še ni bila dokumentirana. Tudi 
mikrolokalizacija cerija v enakonoţcih še ni bila narejena, zato lahko le predvidevamo, 
v katere celice hepatopankreasa in po kateri poti bi se lahko privzele Ce
3+/4+
-ionske 
zvrsti. Za cerijeve zvrsti je znana visoka afiniteta do fosfatnih skupin (PO4
3-
) (Arai in 
Dahle, 2017; Dahle in Arai, 2015), zato bi se lahko po poti A privzele v celice S in/ali 
celice B ter se vezale v s fosfati bogatih depozitih na apikalni strani celic in okoli ţe 
obstojeĉih zaloţnih granul v celicah B in S, t.j. v granulah tipa B/A ali C/A (Hopkin, 
1989, 1990b). Kot tretjo predpostavko smo tako kot pri nAg predpostavili moţnost 
internalizacije intaktnih nCeO2 v celice hepatopankreasa. Do internalizacije nanodelcev 
bi lahko prišlo z endocitozo delcev iz lumna hepatopankreasa ali z vstopom delcev 
skozi poškodovane celiĉne membrane. Poškodbe celiĉnih membran bi lahko nastale 
zaradi oksidativnega stresa, do katerega lahko pride zaradi redoks aktivne površine v 
kristalni strukturi nCeO2, v kateri cerijevi atomi spontano prehajajo med reducirano 
(Ce
3+
) in oksidirano (Ce
4+
) obliko (Dahle in Arai, 2015). Slednje podpirajo rezultati 
Malev in sod. (2017), ki so pokazali, da so nCeO2 (1, 2, 5 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane) 
povzroĉili lipidno peroksidacijo v hepatopankreasu izpostavljenih enakonoţcev, ki se je 
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stopnjevala z narašĉajoĉo koncentracijo nCeO2 v hrani. Sposobnost poškodb 
(destabilizacije) celiĉnih membran in z njimi povezano internalizacijo v celice 
hepatopankreasa pa so predhodno pokazali tudi za druge NM, kot je npr. nTiO2 (Valant 
in sod., 2012; Novak in sod., 2012a, b, c). 
 
Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo v obeh testih smo opazili 
statistiĉno znaĉilno višjo vsebnost Ce v enakonoţcih iz tretmaja 0,5 g nCeO2 kg
-1 
v 
primerjavi s tretmajem 0-0,5 g nCeO2 kg
-1
, ĉeprav so bile zauţite koncentracije nCeO2 
in Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti skoraj enake v obeh tretmajih. V testu z izbiro hrane so namreĉ 
enakonoţci postopoma vnašali onesnaţeno hrano, ki so jo redĉili z neonesnaţeno hrano, 
in tako s prilagajanjem svojega prehranjevalnega vedenja omejili privzem Ce in 
zmanjšali morebitni kvarni vpliv nCeO2. Med ostalimi tretmaji z enako nominalno 
koncentracijo v obeh testih pa nismo opazili znaĉilnih razlik v vsebnosti Ce, kljub temu 
da so bile zauţite koncentracije nCeO2 in Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti višje v testu brez izbire. 
Enako smo opazili tudi v testih brez izbire z nAg. V splošnem smo v višjih tretmajih 
testa brez izbire hrane opazili, da so bile povpreĉne vsebnosti Ce v enakonoţcih in 
zauţite doze nCeO2 in Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti višje, kljub temu da je bila stopnja 
prehranjevanja znaĉilno niţja v primerjavi s tretmajema 0-1 in 0-2 g nCeO2 kg
-1
 suhe 
hrane v izbirnem testu, kjer so enakonoţci lahko hkrati izbirali med dvema kvalitetama 
hrane. Ravno obratno pa smo opazili v prehranjevalnih testih z nAg, kjer so bile 
povpreĉne vsebnosti Ag višje v testih z izbiro hrane, pa ĉeprav so bile zauţite doze 
srebrovih zvrsti niţje. A v obeh primerih, tako z nAg kot tudi z nCeO2, so enakonoţci v 
izbirnih testih s prilagajanjem svojega prehranjevalnega vedenja postopoma vnašali 
onesnaţeno hrano, ki so jo redĉili z uţivanjem kontrolne hrane, in na ta naĉin 
postopoma obremenili mehanizme privzema in skladišĉenja kovin ter zmanjšali kvarni 
vpliv obeh NM.  
 
V ĉem je torej razlog za opaţene razlike med Ag in Ce? Asimilacija kovin v 
enakonoţcih je zelo odvisna od njihovih fizioloških potreb, fizioloških kapacitet ter 
mehanizmov privzema in vezave za posamezno vrsto kovine (Hopkin, 1989, 1990a, b). 
Za nekatere esencielne (Co, Cu, Zn) in neesencielne (Ag, Cd, Hg, Pb) kovine je 
znaĉilno, da se lahko asimilirajo v celice hepatopankreasa, kjer se lahko kopiĉijo v 
precej višjih koncentracijah, kot pa so v okoljskih kompartmentih (Hopkin, 1989, 
1990a, b; Zidar in sod., 2003a, b, 2005). Za druge kovine pa asimilacijske kapacitete 
omejene. Ţelezo je za enakonoţce esencielni element, vezan v granulah tipa C, ki so v 
celicah B hepatopankreasa. A do asimilacije ţeleza pride le v primeru, ĉe so enakonoţci 
izpostavljeni visokim koncentracijam, sicer se veĉina zauţitega ţeleza preprosto izloĉi 
skupaj z iztrebki in se ne asimilira (Hopkin, 1990a; Romih in sod., 2015). Potem pa je 
tu še zlato, ki smo ga omenili ţe prej. V poskusnih pogojih naše študije ni prišlo do 
asimilacije Au
3+
 ionov iz soli AuCl3 (Škarkova in sod., 2016b), pa ĉeprav vemo, da ima 
zlato afiniteto do ligandov, ki so bogati z ţveplom (Korobushkina in sod., 1983), 
kakršne najdemo v granulah B v celicah S hepatopankreasa (Hopkin, 1989). Glede na to 
bi lahko sklepali, da imajo enakonoţci omejene fiziološke kapacitete za asimilacijo 
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5.3.2.3 Odzivi organizemskega nivoja na izpostavitev (n)TiO2 pri enakonoţcih  
 
Najbolj preuĉevan NM na kopenskih enakonoţcih je zagotovo nTiO2. Vse obstojeĉe 
študije so bile narejene le na vrsti P. scaber (Jemec in sod., 2008, 2016a; Drobne in 
sod., 2009; Novak in sod., 2012a, b, c; Valant in sod., 2012; Menard-Srpĉiĉ in sod., 
2014). V teh študijah so testirali razliĉne velikosti primarnih delcev (10‒75 nm), 
kristaliniĉne oblike (anataz, anataz+rutil), naĉine priprave disperzij (nesonicirani ali 
sonicirani delci), koncentracije (0,0001‒5 g nTiO2 kg
-1
 suhe hrane), ĉas izpostavitve 
(3‒28 dni) ter spremljali biomarkerje na organizemskem (smrtnost in prehranjevalni 
parametri) in suborganizemskem nivoju na tkivu hepatopankreasa (aktivnosti encimov 
(CAT, GST), lipidno peroksidacijo, destabilizacijo celiĉnih membran, bioakumulacijo 
in internalizacijo TiO2 ter debelino epitela in prisotnost lipidnih kapelj v celicah 
hepatopankreasa). Kljub temu da je bilo na temo vpliva nTiO2 na enakonoţce ţe veliko 
narejenega, pa so nekatera raziskovalna vprašanja ostala še neodgovorjena. V okviru 
doktorske naloge smo se namenili raziskati vpliv (n)TiO2 na prehranjevalno in izbirno 
vedenje enakonoţcev. Posluţili smo se razliĉnih scenarijev izpostavitve v 
laboratorijskih in okoljskih pogojih, ki so se med seboj razlikovali v neposrednem 
mikrobnem okolju, prisotnosti substrata (prsti Lufa 2.2) in abiotskih dejavnikih, kot so 
temperatura, vlaţnost ter vir in jakost osvetlitve. V laboratorijskih pogojih smo izvedli 
14-dnevne individualne in skupinske prehranjevalne teste brez izbire in z izbiro hrane 
ter 48-urni individualni test z izbiro prsti. V okoljskih pogojih pa smo naredili le 
skupinske prehranjevalne teste, in sicer na dveh lokacijah ‒ v hlevu in na prostem ob 
robu mešanega gozdu (Jemec in sod., 2016a). V vseh skupinskih testih smo v testne 
posode dodali tudi prst Lufa 2.2 (40 % WHC). V poskusih smo uporabili dve vrsti TiO2. 
Kot del širše raziskave, ki smo jo objavili v ĉlanku Jemec in sod. (2016a), smo uporabili 
komercialni pigment TiO2 RD3 iz tovarne barv na Finskem. Pigment je imel veĉjo 
velikost primarnih delcev (220 nm) in je bil sestavljen iz rutilne oblike TiO2 (93 % w/w) 
z aluminij-cirkonijevo površinsko prevleko (7 % w/w). V nekaterih laboratorijskih 
poskusih pa smo za primerjavo rezultatom z TiO2 (RD3) uporabili tudi ultrafini anatazni 
nTiO2 (< 25 nm, Sigma Aldrich, SA), saj je bila enaka serija nTiO2 (Sigma Aldrich) ţe 
dobro testirana v razliĉnih študijah s P. scaber (Jemec in sod., 2008; Drobne in sod., 
2009; Valant in sod., 2009; Novak in sod., 2012a, b, c; Menard-Srpĉić in sod., 2014). 
Te rezultate nismo predstavili v Jemec in sod. (2016a), zato smo jih vkljuĉili v tej nalogi 
v poglavju Rezultati. V poskusnih pogojih vseh testov z (n)TiO2 (RD3 in Sigma 
Aldrich) nismo opazili, da bi imele izbrane testne koncentracije (n)TiO2 (do 1 g TiO2 
kg
-1
) znaĉilni vpliv na preţivetje enakonoţcev (Preglednica 21), kar je v skladu s 
predhodnimi študijami na nTiO2 (Jemec in sod., 2008, 2016a; Drobne in sod., 2009; 
Novak in sod., 2012a, b, c; Valant in sod., 2012; Menard-Srpĉiĉ in sod., 2014). V 
individualnih in skupinskih prehranjevalnih testih brez ali z izbiro hrane, ki so bili 
izvedeni v konstantnih laboratorijskih pogojih, nismo opazili, da bi imela rutilna ali 
anatazna oblika (n)TiO2 (RD3 in Sigma Aldrich, resp.) vpliv na prehranjevalne indekse 
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in spremembo biomase enakonoţcev. Le soĉasna izpostavitev enakonoţcev obema 
vrstama (n)TiO2 (1 g TiO2 kg
-1
) v tretmaju RD3-SA individualnega prehranjevalnega 
testa z izbiro hrane je imela statistiĉno pomemben vpliv na njihovo stopnjo 
prehranjevanja in iztrebljanja, ki sta bili niţji v primerjavi s kontrolo 0-0 (Slika 62A, B). 
Ko pa smo enakonoţce izpostavili v skupinskih prehranjevalnih testih brez izbire hrane 
v okoljskih pogojih, je bila zgodba popolnoma drugaĉna (Jemec in sod., 2016a). Stopnja 
prehranjevanja je bila zelo zniţana v vseh tretmajih z TiO2 (RD3) (0,05‒0,5 g kg
-1
) na 
obeh lokacijah, tako v hlevu kot tudi na prostem v gozdu. Na zmanjšanje prehranjevanja 
je verjetno vplivala kombinacija variabilnih okoljskih pogojev, kot so temperatura in 
vlaţnost zraka, vlaţnost substrata (prsti), jakost naravne svetlobe, ki se med poletjem, 
ko so bili poskusi izvedeni, lahko zelo spreminjajo med dnevom in noĉjo. Predpostavili 
pa smo tudi, da bi onesnaţenje z (n)TiO2 lahko spremenilo mikrobno zdruţbo na 
leskovih listih, ki smo jih uporabili kot hrano, in sicer v smislu vrstne sestave zdruţbe 
ter zmanjšanja mikrobne razrasti. Enakonoţci namreĉ raje uţivajo rastlinski opad z 
moĉno mikrobno razrastjo (Gunnarsson, 1987; Kayang in sod., 1996; Zidar in sod., 
2003b) in celo zmorejo razlikovati med razliĉnimi tipi in vrstami mikroorganizmov 
(Ihnen in Zimmer, 2008). Poleg tega enakonoţci zmorejo zaznati vonj hrane (Zimmer in 
sod., 1996), pri ĉemer se mnogo bolj odzivajo na vonj spojin, ki jih proizvaja mikrobna 
zdruţba na listnem opadu, kot pa na sam vonj listnega opada (Zimmer in sod., 1996). A 
rezultati individualnega in skupinskega prehranjevalnega testa z izbiro hrane v 
laboratorijskih pogojih te predpostavke niso podprli. Rezultati so pokazali, da 
enakonoţci niso imeli raje hrane, ki je bila onesnaţena z (n)TiO2 (RD3 ali Sigma 
Aldrich), niti se je niso izogibali v primerjavi z neonesnaţeno hrano. Na zmanjšanje 
prehranjevanja v okoljskih poskusih je zato moral vplivati dodatni dejavnik, ki ga v 
laboratorijskih pogojih vivarija ni, in to je naravna svetloba, ki vsebuje tudi UV spekter. 
Nanodelci nTiO2 imajo fotokatalitiĉne lastnosti, zaradi katerih pod vplivom fotonov UV 
spektra svelobe pride do avtoprodukcije ROS, ki nato lahko oksidirajo organske snovi 
(Nakata in Fujishima, 2012). Raziskave so sicer pokazale, da imajo rutilni nTiO2 z 
aluminij-cirkonijevo obleko precej niţjo fotokatalitiĉno aktivnost v primerjavi z 
neobleĉenimi anataznimi nTiO2 (Allen in sod., 2002; Yin in sod., 2012). A kljub temu 
bi bili TiO2 (RD3) lahko fototoksiĉni za mikrobno zdruţbo na leskovih listih, zaradi 
ĉesar so bili manj okusni za enakonoţce. Vpliv na mikrobno zdruţbo in potencialne 
(bio)transformacije rutilnih in anataznih (n)TiO2 (RD3 in Sigma Aldrich, resp.) v prsti 
Lufa 2.2 (Simonin in Richaume, 2015; Simonin in sod., 2016) bi bile lahko vzrok za 
opaţeno vedenje v individualnem testu z izbiro prsti. Tekom 48-urne izpostavitve so se 
enakonoţci raje nahajali na kontrolni prsti kot pa na prsti, onesnaţeni z enim od (n)TiO2 
(RD3 ali Sigma Aldrich, 1 g TiO2 kg
-1
). Ko pa so bili enakonoţci primorani izbirati med 
obema vrstama (n)TiO2 v tretmaju RD3-SA (1 g TiO2 kg
-1
), so raje izbrali prst, ki smo 
jo onesnaţili z veĉjimi rutilnimi delci TiO2 (RD3).  
 
V predhodnih študijah so bile spremembe opazovanih odzivov organizemskega nivoja, 
kot so prehranjevalni indeksi in sprememba biomase (Jemec in sod., 2008, 2016a; 
Drobne in sod., 2009; Novak in sod., 2012a, b, c; Valant in sod., 2012; Menard-Srpĉiĉ 
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in sod., 2014), zelo sporadiĉne in niso bile znaĉilno vezane na koncentracijo, 
kristaliniĉno obliko, velikost primarnih delcev nTiO2, naĉin priprave ali ĉas 
izpostavitve. Podobno kaţejo tudi rezultati na suborganizemskem nivoju, ki so sicer 
pokazali, da imajo nTiO2 v tkivu hepatopankreasa potencial za indukcijo oksidativnega 
stresa in lipidne peroksidacije, destabilizacijo membran in z njo povezano 
internalizacijo delcev v celice ter histološke spremembe epitela (Jemec in sod., 2008, 
2016a; Drobne in sod., 2009; Novak in sod., 2012a, b, c; Valant in sod., 2012; Menard-
Srpĉiĉ in sod., 2014). Iz tega sklepamo, da so bili odzivi organizemskega in 
suborganizemskega nivoja pogojeni tudi s fitnesom izhodišĉne populacije v smislu 
prehranjenosti, splošnega fiziološkega stanja in morebitne prisotnosti okuţb, ki oslabijo 
ţivali in jih naredijo bolj dovzetne za zunanje stresorje. Ĉe k tem izsledkom študij 
dodamo še rezultate naše študije, lahko zakljuĉimo, da (n)TiO2 niso neposredno 
škodljivi za enakonoţce. A potencialna površinska kontaminacija listnega opada in prsti 
z (n)TiO2 v naravnem okolju bi lahko izzvala izogibanje in imela negativen vpliv na 
razgrajevanje organskega opada, nastajanje prsti in s tem na kroţenje hranil v 
ekosistemu. 
 
5.3.3 Biokemijski odzivi na izpostavitev NM pri enakonoţcih  
 
5.3.3.1 Vpliv izpostavitve na normalizirano vsebnost proteinov in aktivnost glutation S-
transferaze  
 
Po izpostavitvi enakonoţcev v prehranjevalnih testih brez izbire in z izbiro hrane, ki je 
bila onesnaţena z nAg ali nCeO2, smo v nakljuĉno izbranih enakonoţcih analizirali 
vsebnost proteinov in aktivnosti encimov AChE v soli topni (VT) in v detergentu topni 
(DT) frakciji ter GST. V enakonoţcih iz poskusov z TiO2 (RD3), ki smo jih objavili v 
sklopu študije Jemec in sod. (2016a), pa aktivnosti AChE in GST nismo analizirali, 
temveĉ smo se odloĉili za analizo vsebnosti energetskih rezerv v obliki proteinov, 
celokupnih ogljikovih hidratov in lipidov. Rezultati teh analiz so nam pokazali, da 
izpostavitev TiO2 (RD3) v laboratorijskih in okoljskih poskusnih pogojih ni imela 
znaĉilnega vpliva na porabo energetskih rezerv pri enakonoţcih (Jemec in sod., 2016a). 
Tudi pri analizi enakonoţcev iz poskusov z nAg in nCeO2 izpostavitev ni imela 
statistiĉno znaĉilnega vpliva na normalizirano vsebnost proteinov (Slika 49 in 59, resp.), 
kljub temu da smo v enakonoţcih iz nekaterih tretmajev opazili izgubo telesne biomase. 
Izgubo telesne biomase smo tako pripisali porabi energetskih zalog na raĉun zaloţnih 
mašĉob in ogljikovih hidratov.  
 
Pri analizi aktivnosti encima GST smo zabeleţili manjše spremembe. Aktivnost encima 
GST v enakonoţcih, ki so bili izpostavljeni nAg v prehranjevalnem testu brez izbire 
hrane, je bila znaĉilno povišana le v tretmaju 0,1 g nAg kg
-1
 suhe hrane glede na 
kontrolno skupino in tudi v primerjavi s tretmajem 0-0,1 g nAg kg
-1
 suhe hrane testa z 
izbiro hrane (Mann-Whitney U test, p < 0,05) (Slika 48). Pri enakonoţcih, ki so bili 
izpostavljeni nCeO2 pa je bila aktivnost GST zniţana v primerjavi s kontrolo v dveh 
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tretmajih, in sicer v tretmaju 0,1 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane testa brez izbire hrane in v 
tretmaju 0-0,5 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane testa z izbiro hrane (Mann-Whitney U test, p < 
0,05) (Slika 58). Povišana aktivnost GST, ki smo jo opazili v primeru nAg, lahko kaţe 
le na povišan celiĉni metabolizem zaradi poveĉanega privzema Ag ali pa na aktivacijo 
razstrupljevalnih mehanizmov, in je pogost odgovor na izpostavitev stresorjem (Canesi 
in sod., 1999; Regoli in sod., 2003). Toda zmanjšana aktivnost GST, ki smo jo opazili v 
primeru nCeO2, pa je manj znaĉilen odgovor na izpostavitev stresorjem (Regoli in sod., 
2003). Inhibicija aktivnosti GST bi bila lahko rezultat preobremenjenih homeostaznih in 
antioksidativnih mehanizmov zaradi oksidativnega stresa (Abdelsalam in sod., 2014; 
Jemec in sod., 2008; Valko in sod., 2005), do katerega lahko pride zaradi redoks aktivne 
površine nCeO2 (Dahle in Arai, 2015). Slednje podpirajo rezultati Malev in sod. (2017), 
ki so pokazali, da so nCeO2 (1, 2, in 5 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane) povzroĉili lipidno 
peroksidacijo v hepatopankreasu izpostavljenih enakonoţcev zaradi nastajanja ROS, ki 
se je stopnjevala z narašĉajoĉo koncentracijo nCeO2 v hrani. Inhibicijo aktivnosti GST 
in CAT so opazili tudi v enakonoţcih, ki so bili 3 dni preko hrane izpostavljeni nTiO2 
(Sigma Aldrich) v koncentracijah 2 in 3 g nTiO2 kg
-1
 suhe hrane, in so jo prav tako 
pripisali oksidativnemu stresu (Jemec in sod., 2008).  
 
5.3.3.2 Vpliv izpostavitve na aktivnost acetilholinesteraze 
 
Aktivnosti encima AChE so bile v splošnem bolj spremenjene v vzorcih enakonoţcev iz 
prehranjevalnega testa brez izbire hrane kot pa pri tistih enakonoţcih, ki so lahko 
izbirali med onesnaţeno in neonesnaţeno hrano, in so zato zauţili niţje doze NM. V 
enakonoţcih, ki so bili izpostavljeni nAg, smo opazili, da je bila aktivnost encima 
AChE v VT frakciji znaĉilno povišana le v tretmaju 0-1 g nAg kg
-1
 suhe hrane v testu z 
izbiro hrane (Slika 47A). Aktivnost encima AChE v DT frakciji, pa je bila zmanjšana v 
tretmajih 1 in 2 g nAg kg
-1
 suhe hrane v testu brez izbire hrane, vendar le pri 1 g nAg 
kg
-1
 suhe hrane je bilo zmanjšanje aktivnosti tudi statistiĉno znaĉilno (Slika 47B). Ob 
primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo nAg v obeh prehranjevalnih 
testih smo opazili, da je bila aktivnost AChE v VT in DT frakciji višja v tretmaju 0-1 g 
kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s tretmajem 1 g nAg kg
-1
 suhe hrane (Slika 47A, B). Pri 
aktivnosti encima AChE v VT frakciji v enakonoţcih, ki so bili izpostavljeni nCeO2 v 
prehranjevalnih testih brez in z izbiro hrane, nismo opazili znaĉilnih sprememb v 
aktivnosti (Slika 57A). Le v tretmaju 0-0,1 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane testa z izbiro hrane 
je bila aktivnost AChE v VT frakciji višja v primerjavi s tretmajem 0,1 g nCeO2 kg
-1
 
suhe hrane v testu brez izbire hrane (Slika 57A). Aktivnost AChE v DT frakciji je bila 
znaĉilno zmanjšana v tretmajih z najvišjima koncentracijama 1 in 2 g nCeO2 kg
-1
 suhe 
hrane v testu brez izbire hrane in v tretmaju 0-0,5 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane v testu z 
izbiro hrane (Slika 57B). Ob primerjavi tretmajev z enako nominalno koncentracijo 
nCeO2 v obeh prehranjevalnih testih smo opazili, da je bila aktivnost AChE v DT 
frakciji niţja v tretmaju 0-0,5 g kg
-1
 suhe hrane v primerjavi s tretmajem 0,5 g kg
-1
 suhe 
hrane in višja v tretmaju 0-2 g kg
-1
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Rezultati odzivov AChE v VT in DT frakciji, ki smo jih dobili pri enakonoţcih, so 
izjemno zanimivi, saj smo podobno kot pri ĉebelah opazili zelo razliĉen odziv aktivnosti 
AChE v VT in DT frakciji ‒ skoraj nespremenjeno aktivnost AChE v VT frakciji in 
inhibicijo aktivnosti v DT frakciji. V literaturi inhibicijo aktivnosti AChE pri 
organizmih pogosto povezujejo z nevrotoksiĉnim vplivom (Kumar, 1998; Bainy in sod., 
2006; Badiou in sod., 2008; Boily in sod., 2013; Milivojević in sod., 2015; Kos in sod., 
2017), kar govori v prid prve hipoteze, ki pravi, da je potencialni nevrotoksiĉni vpliv 
NM mogoĉe potrditi z motnjami (spremembami) v delovanju holinergiĉnega sistema. A 
pri razlagi teh rezultatov moramo biti previdni, saj ta še zdaleĉ ni enostavna. Naši 
preliminarni rezultati kaţejo, da sta tudi v enakonoţcih prisotni dve obliki AChE, 
vodotopna in membranska. Vendar pa pri enakonoţcih tako podrobne karakterizacije 
AChE, kot je bila narejena pri ĉebelah, še ni bila narejena oz. v znanstveni literaturi še 
ni opisana. Upraviĉeno lahko sklepamo, da je pri enakonoţcih prisotna membranska 
oblika AChE, saj je holinergiĉni sistem pomemben nevrotransmiterski sistem v ţivĉevju 
rakov in je zastopan v centralnem ţivĉevju, v senzoriĉnih ţivcih in ţivĉno-mišiĉnih 
stikih prebavil (Atwood, 1982). Po besedah Atwooda (1982) pa je AChE prisotna tudi 
na mestih, kjer ACh nima vloge v ţivĉnem prenosu. Toda, da ugotovimo, ali gre pri tem 
za vodotopno obliko AChE, ki jo povezujejo tudi z vlogami zunaj ţivĉnega sistema, 
med drugim pri odzivu na stres (Lehtonen in sod., 2006; Kim in sod., 2017) in obrambi 
pred ksenobiotiki (Kang in sod., 2011; Kim in sod., 2012; Kim in sod., 2014), pa bi bilo 
potrebno še dodatno eksperimentalno delo, ki pa presega okvir te doktorske naloge. Na 
tem mestu lahko zakljuĉimo tako, da je izpostavitev nAg in nCeO2 v naših poskusnih 
pogojih vplivala na spremenjeno aktivnost AChE, vendar ali gre za nevrotoksiĉni 
potencial NM, pa na tem mestu ne moremo z gotovostjo potrditi. 
 
Spremembe aktivnosti AChE v DT frakciji so spremljale tudi spremembe v vedenjskih 
odzivih, kar govori v prid druge hipoteze. V tretmaju 1 g nAg kg
-1
, v katerem smo 
opazili inhibicijo aktivnosti AChE v DT frakciji, smo na organizemskem nivoju opazili 
tudi zmanjšano stopnjo prehranjevanja in zmanjšano uĉinkovitost asimilacije hrane. 
Najbolj izrazite spremembe v aktivnosti izbranih encimov smo opazili pri AChE v DT 
frakciji v enakonoţcih, ki so bili izpostavljeni nCeO2. V tretmaju 1 in 2 g nCeO2 kg
-1 
suhe hrane testa brez izbire hrane in tretmaju 0-0,5 g nCeO2 kg
-1 
suhe hrane testa z 
izbiro hrane, v katerih smo opazili inhibicijo aktivnosti AChE v DT frakciji, smo na 
organizemskem nivoju opazili tudi zmanjšano stopnjo prehranjevanja in iztrebljanja ter 
izgubo telesne biomase. Poleg navedenega pa smo v tretmaju 0-0,5 g nCeO2 kg
-1 
suhe 
hrane opazili tudi inhibicijo aktivnosti GST, kar nakazuje, da so bili enakonoţci v tem 
tretmaju najbolj prizadeti. Zanimivo pa je, da se v primeru nCeO2 vzorec aktivnosti 
AChE v DT frakciji ujema z vzorcem stopnje prehranjevanja enakonoţcev v 
posameznem tretmaju, ki je vedenjski odziv, pa bodisi je bila to aktivacija ali pa 
inhibicija posameznega odziva. 
 
Kakorkoli, inhibicija aktivnosti AChE v DT frakciji enakonoţcev iz tretmajev 1 g nAg 
kg
-1
 ter 1, 2 in 0-0,5 g nCeO2 kg
-1
 je zanimiv in obenem tudi presenetljiv rezultat iz veĉ 
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vidikov. Inhibicijo AChE v DT frakciji niso spremljali tudi drugi biokemijski 
biomarkerji, kot je aktivnost AChE v VT frakciji in GST ter vsebnost proteinov. Moţno 
je, da smo odzive biokemijskih biomarkerjev preprosto »zamudili«, saj smo aktivnosti 
encimov izmerili po 14-dnevni izpostavitvi, v tem ĉasu pa so kompenzatorni in 
popravljalni mehanizmi opravili svojo nalogo in so se enakonoţci prilagodili na 
prisotnost NM v hrani. Druga moţnost pa je, da je bil to prekratek ĉas izpostavitve, da 
bi NM v hrani povzroĉili škodo v enakonoţcih. Znano je, da je stopnja stresa in 
potencialna strupenost kovin odvisna od ĉasa in naĉina (hrana, prst) izpostavitve, vrste 
kovine in zauţite doze, prisotnosti drugih stresorjev in mehanizmov, ki prepreĉujejo 
strupenost (Hopkin, 1989; Hopkin, 1990b; Zidar in sod., 2003a, b, 2005). Poleg tega 
imajo enakonoţci izjemno uĉinkovite fiziološke mehanizme metabolizma kovin, t.j. 
privzem, vezavo in/ali izloĉanje za posamezno vrsto kovine (Hopkin, 1989, 1990a, b; 
Donker in sod., 1990). Skladišĉenje kovin v obliki citoplazemskih granul (brez 
izloĉanja) (Hopkin, 1989) in njihova kompleksacija z metaloproteini (Donker in sod., 
1990) sta glavni fiziološki strategiji razstrupljanja pri enakonoţcih (Vijver in sod., 
2004). Celice z granulami lahko potencialno propadejo in se skupaj z neprebavljeno 
hrano izloĉijo iz telesa (Hopkin, 1989). Ĉe pa so skladišĉne kapacitete kovin v 
hepatopankreasu preseţene, le-te prehajajo v hemolimfo v koncentracijah, pri katerih 
lahko povzroĉajo motnje v drugih procesih v organizmu (Hopkin, 1989; Hopkin, 
1990b). Pri nAg smo videli, da imajo enakonoţci velike kapacitete za asimilacijo Ag, 
kar so potrdili tudi drugi (Tourinho in sod., 2015a, b), in Ag verjetno ni prehajalo v 
druge organske sisteme (Pipan-Tkalec in sod., 2011). Glede na rezultate kemijske 
karakterizacije in vsebnosti cerija v enakonoţcih menimo, da tudi v primeru nCeO2 ne 
ioni in ne delci niso prehajali v hemolimfo, da bi s tem pojasnili inhibicijo AChE v DT 
frakciji. Zanimivo pa so nCeO2, ki se ne odtapljajo, izzvali veĉji odziv kot pa nAg, za 
katere vemo, da so Ag
+
-ionske zvrsti obiĉajno glavni vzrok za opaţene biološke uĉinke. 
Tu se na eni strani kaţe to, da imata izbrana NM razliĉen mehanizem toksiĉnega 
delovanja. Po drugi strani pa vidimo, da so pri enakonoţcih fiziološke kapacitete za 
asimilacijo cerija in srebra ter mehanizmi njunega metabolizma razliĉni, kar je verjetno 
tudi odraz evolucijskih prilagoditev na razlike v geokemijskih lastnostih obeh 
elementov. Vemo pa, da imajo nCeO2 redoks aktivno površino (Dahle in Arai, 2015) in 
bi lahko v prebavnem sistemu enakonoţcev inducirali vnetne procese zaradi 
oksidativnega stresa (Malev in sod., 2017). V tem primeru bi inhibicijo AChE v DT 
frakciji lahko pojasnili kot rezultat kompleksnega sistemskega odziva, in podobno 
razlago za nCeO2 smo predlagali tudi pri ĉebelah. 
 
Pri razlagi teh rezultatov moramo pri enakonoţcih upoštevati tudi etološke mehanizme 
za regulacijo vnosa kovin. Ti mehanizmi enakonoţcem pomagajo pri razlikovanju med 
neonesnaţeno in onesnaţeno hrano oz. prstjo (Dallinger, 1977; Van Capelleveen in 
sod., 1986; Drobne in sod., 1995; Odendaal in Reinecke, 1998, 1999), in pri izbiranju 
manj onesnaţenega in/ali izogibanju onesnaţenega (Joosse in sod., 1981; Hassall in 
Rushton, 1982; Drobne in Hopkin, 1994, 1995), kar jim pomaga preţiveti v habitatih, ki 
so onesnaţeni s kovinami. Z izbiro manj onesnaţene hrane ali z umikom na manj 
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onesnaţeno lokacijo enakonoţci omilijo izpostavitev kovinam, saj v okolju niso 
porazdeljene enakomerno. Vsebnost kovin v enakonoţcih tako ne odraţa le biodostopne 
frakcije kovin v okolju, temveĉ tudi celovit odziv organizma na onesnaţeno okolje. 
Celovit odziv organizma vkljuĉuje tudi razliĉna vedenja, ki so rezultat reakcij ţivĉnega 
sistema. Zato bi bila lahko inhibicija AChE v DT frakciji in zmanjšanje stopnje 
prehranjevanja posledica odziva ţivĉevja na povišan metabolizem srebra in cerija, kar bi 
bila lahko ena najpomembnejših ugotovitev v tej nalogi. S tem lahko potrdimo drugo 
hipotezo, ki pravi, da se vplivi NM zauţitih s hrano lahko pokaţejo kot spremembe v 
delovanju ţivĉevja in vedenju. 
 
5.3.4 Vedenjski odzivi na izpostavitev NM pri enakonoţcih  
 
Zadnji sklop razprave na enakonoţcih smo deloma naĉeli ţe v sklopu, ki je bil 
namenjen razpravi odzivov na izpostavitev nTiO2. Namenili bi ga vedenjskim odzivom 
na izpostavitev NM, ki smo jih spremljali v kroniĉnih 14-dnevnih prehranjevalnih testih 
brez in z izbiro hrane in akutnih 48-urnih testih z izbiro prsti. Z izbirnimi testi smo 
preizkušali raziskovalno in prehranjevalno vedenje enakonoţcev ter testirali sposobnost 
zaznave hrane ali prsti, ki je bila onesnaţena z enim od NM, nAg, nCeO2 (Sigma 
Aldrich) in nTiO2 (Sigma Aldrich) ali pigmentom TiO2 (RD3). 
 
Rezultati prehranjevalnega testa z izbiro hrane kaţejo, da so enakonoţci zaznali in se 
izogibali hrane, ki je bila onesnaţena z nAg ţe pri najniţjem tretmaju (0-0,1 g nAg kg
-1
 
suhe hrane), v primerjavi z neonesnaţeno hrano, a presenetljivo pa se izogibanje ni 
stopnjevalo z narašĉajoĉo koncentracijo nAg (Slika 45). Manjše uţivanje onesnaţene 
hrane so enakonoţci nadomestili z uţivanjem veĉ neonesnaţene hrane, ki je bilo še 
posebej izrazito v srednjem tretmaju 0-0,5 g nAg kg
-1
 suhe hrane. V dveh tretmajih, 0-
0,1 in 0-2 g nAg kg
-1
 suhe hrane, pa so enakonoţci v splošnem pojedli manj ponujene 
hrane, zato je bila tudi skupna stopnja prehranjevanja niţja v primerjavi s kontrolo. Ko 
smo primerjali rezultate prehranjevalnega testa z izbiro hrane s testom brez izbire, smo 
ugotovili, da je bila stopnja prehranjevanja znaĉilno višja v testu z izbiro hrane v 
tretmajih 0-0,5, 0-1 in 0-2 g nAg kg
-1
 suhe hrane, kjer so enakonoţci lahko hkrati 
izbirali med dvema kvalitetama hrane, v primerjavi s tretmaji 0,5, 1 in 2 g nAg kg
-1
 suhe 
hrane, resp., testa brez izbire hrane. V prehranjevalnem testu z izbiro hrane so 
enakonoţci v vseh tretmajih z nCeO2 (0-0,1 ‒ 0-2 g nCeO2 kg
-1
 suhe hrane) jedli 
nekoliko veĉ neonesnaţene hrane, a izbira je bila precej manj izrazita kot v primeru nAg 
(Slika 55). Glede na te rezultate lahko reĉemo, da so enakonoţci zaznali, da je kvaliteta 
z nCeO2 onesnaţene hrane drugaĉna, a se je niso izogibali. Z rutilnimi in anataznimi 
(n)TiO2 (RD3 in Sigma Aldrich, resp.) smo izvedli individualni in skupinski 
prehranjevalni test z izbiro hrane, v katerih smo uporabili le eno koncentracijo (n)TiO2, 
1 g TiO2 kg
-1 
suhe hrane (Slika 63, 64). Rezultati so pokazali, da enakonoţci niso imeli 
raje hrane, ki je bila onesnaţena z (n)TiO2 (RD3 ali Sigma Aldrich, SA), niti se je niso 
izogibali v primerjavi z neonesnaţeno hrano. Le soĉasna izpostavitev enakonoţcev 
obema vrstama (n)TiO2 v tretmaju RD3-SA individualnega prehranjevalnega testa z 
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izbiro hrane je imela statistiĉno pomemben vpliv na njihovo skupno stopnjo 
prehranjevanja, ki je bila niţja v primerjavi s kontrolo 0-0. V skupinskem testu z izbiro 
hrane nismo opazili agregacijskega vedenja, saj je bila izbira dokaj enotna v vseh treh 
ponovitvah posameznega tretmaja. Rezultati prehranjevalnih testov z izbiro hrane so 
nam torej pokazali, da so imeli v naših poskusnih pogojih nAg najveĉji vpliv na 
prehranjevalno in izbirno vedenje, medtem ko je bil vpliv nCeO2 precej manj izrazit in 
zanemarljiv v primeru obeh vrst (n)TiO2. Zanimivost, ki so jo opazili tudi drugi 
raziskovalci pri prehranjevalnih izbirnih testih je, da enakonoţci poleg neonesnaţene 
hrane vedno zauţijejo tudi manjši deleţ onesnaţene hrane kljub izogibanju (Kaschl in 
sod., 2002; Zidar in sod., 2003a, b, c, 2004; Loureiro in sod., 2005). To lahko pojasni 
znaĉilen ritem prehranjevalnega vedenja, ki ga imajo enakonoţci (Hames in Hopkin, 
1990). Po hranjenju nastopi faza mirovanja, po kateri enakonoţci izpraznijo prebavilo. 
Za tem enakonoţci zopet išĉejo hrano in ko najdejo (primeren) vir hrane, se priĉnejo 
hraniti brez prekinitve in menjave hrane, ĉe jih pri tem niĉ ne zmoti. Sklepali bi lahko, 
da ĉe se enakonoţci priĉnejo hraniti na onesnaţeni hrani, s tem nadaljujejo dokler jim 
onesnaţevalo ne škodi in prekinejo hranjenje. Višje koncentracije onesnaţevala lahko 
hitreje izzovejo odziv in povzroĉijo veĉji negativni uĉinek, kar se lahko nato odraţa v 
manjšem uţivanju neonesnaţene hrane in s tem splošno zmanjšani stopnji 
prehranjevanja.  
 
Pa poglejmo še teste z izbiro prsti. Za izvedbo akutnega 48-urnega izbirnega testa prsti 
smo po vzoru Thompson in sod. (2014) dve kvaliteti prsti Lufa 2.2 prostorsko loĉili v 
dve testni posodi in ju povezali s tunelĉkom (Slika 10). Na ta naĉin smo enakonoţce 
spodbudili v raziskovanje in izbiro lokacije, ki jim bolj ustreza, pa bodisi je bila to 
neonesnaţena ali pa onesnaţena prst. Ta protokol smo najprej uporabili v individualnih 
testih izbire prsti in objavili v študijah z anorganskimi solmi in TiO2 (RD3) (Škarkova 
in sod., 2016a; Jemec in sod., 2016a, resp.), z nAg in nCeO2 pa smo naredili skupinski 
test izbire prsti. Skupinski izbirni testi imajo svoje prednosti in slabosti, ali bolje reĉeno 
omejitve. Glavna prednost je, da je skupinski test bolj realen z ekološkega vidika, saj v 
naravi enakonoţci niso samotarji, temveĉ se zdruţujejo v veĉje skupine (Devigne in 
sod., 2011; Broly in sod., 2012). Socialna organizacija teh skupin še zdaleĉ ni tako 
definirana in kompleksna, kot je pri ĉebelah, a je obstojeĉa in lahko vpliva na vedenjske 
odzive (Devigne in sod., 2011; Broly in sod., 2012). Glavna prednost pa je obenem tudi 
omejitev. Namreĉ negativna stran skupinskih izbirnih testov je pojav zdruţevanja, t.i. 
agregacijskega vedenja, ki ima lahko pomembno vlogo pri vedenjskem odzivu 
enakonoţcev (Loureiro in sod., 2004; Devigne in sod., 2011; Broly in sod., 2012; Zidar 
in sod., 2012). Agregacijsko vedenje ni dobro raziskano, a za to naj bi bil odgovoren 
agregacijski feromon, ki ga izloĉajo celice srednjega/zadnjega ĉrevesa in se veţe na 
neprebavljeno hrano ter se izloĉi skupaj z iztrebki v okolje (Takeda, 1980; Broly in sod., 
2012). Zaradi tega socialne interakcije pri enakonoţcih lahko prevladajo nad 
preferencami posameznika pri kolektivnem odloĉanju, kar lahko vodi skupino tudi v 
suboptimalne izbire (Devigne in sod., 2011). Tak primer so rezultati skupinskih testov 
izbire prsti dveh študij, iz katerih je razvidno, da je pri niţjih koncentracijah CuSO4 in 
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piretrinov agregacijsko vedenje prevladalo nad izbiro “ugodnejšega” (t.j. 
neonesnaţenega) habitata (Loureiro in sod., 2005; Zidar in sod., 2012, resp.), medtem 
ko pri individualnem testu tega niso opazili (Loureiro in sod., 2005). A pri višjih 
koncentracijah obeh kemikalij, ki lahko povzroĉijo kvarne posledice ali celo smrt, je 
izbira neonesnaţene lokacije prevladala nad agregacijo (Loureiro in sod., 2005; Zidar in 
sod., 2012). 
 
Naši rezultati izbire prsti kaţejo, da so enakonoţci dobro zaznali prst, ki je bila 
onesnaţena z nAg, in so se jo popolnoma izogibali ţe pri najniţji izpostavitveni 
koncentraciji 0,1 g nAg kg
-1
 suhe prsti (Slika 50). Enakonoţci so se raje nahajali na 
kontrolni prsti v vseh tretmajih 0-0,1 ‒ 0-2 g nAg kg
-1
 suhe prsti in svoje izbire niso 
spreminjali tekom 48-urne izpostavitve. Ti rezultati se popolnoma skladajo z rezultati 
skupinskega izbirnega testa prsti, ki so ga naredili Tourinho in sod. (2015b). 
Enakonoţce P. pruinosus so za 48 ur izpostavili prsti Lufa 2.2, ki so jo onesnaţili z 
AgNO3 ali nAg (0,001‒0,5 g Ag kg
-1
 suhe prsti). Enakonoţci so se popolnoma izogibali 
prsti, ki je bila onesnaţena z Ag ţe pri niţjih izpostavitvenih koncentracijah (0,05 g Ag 
kg
-1
), ne glede na njegovo zvrst. Rezultati izbire prsti z nCeO2 pa niso jasni, saj smo 
opazili tako preferenco kot tudi izogibanje prsti z nCeO2, a koncentracijske odvisnosti 
ni bilo (Slika 60). Po prvih 24. urah izpostavitve so se enakonoţci raje nahajali na 
onesnaţeni prsti v tretmajih 0-0,1, 0-0,5 in 0-2 g nCeO2 kg
-1
 suhe prsti. Po 48. urah 
izpostavitve pa smo opazili premik enakonoţcev na kontrolno prst, tako da je bila 
preferenca onesnaţene prsti statistiĉno znaĉilna le še v tretmaju z najvišjo koncentracijo 
nCeO2 (0-2 g nCeO2 kg
-1
 suhe prsti). Enakonoţci so se raje nahajali na kontrolni prsti v 
tretmaju 0-1 g nCeO2 kg
-1
 in svoje izbire niso spreminjali tekom izpostavitve. V 
individualnem izbirnem testu prsti z rutilnimi in anataznimi (n)TiO2 (RD3 in Sigma 
Aldrich, resp.) so se enakonoţci raje nahajali na kontrolni prsti kot pa na prsti, 
onesnaţeni z enim od (n)TiO2 (RD3 ali Sigma Aldrich, 1 g TiO2 kg
-1
) (Slika 65). Ko pa 
so bili enakonoţci primorani izbirati med obema vrstama (n)TiO2 v tretmaju RD3-SA (1 
g TiO2 kg
-1
), so raje izbrali prst, ki smo jo onesnaţili z veĉjimi rutilnimi delci TiO2 
(RD3). V skupinskih testih z nAg nismo opazili agregacijskega vedenja, saj je bila 
izbira enotna v vseh ponovitvah posameznega tretmaja. Nasprotno pa v testu z nCeO2 
agregacijsko-pogojene izbire prsti nismo izkljuĉili, saj je bila izbira prsti variabilna med 
ponovitvami posameznega tretmaja. Ĉe povzamemo, tudi v poskusnih pogojih testov 
izbire prsti so imeli nAg najveĉji vpliv na izbirno vedenje, ki so jim sledili (n)TiO2 
(RD3 in Sigma Aldrich), in v obeh primerih smo opazili izogibanje onesnaţeni prsti. 
Vpliv nCeO2 na izbiro prsti enakonoţcev pa je bil precej manj izrazit in nejasen, saj smo 
opazili tako preferenco kot tudi izogibanje onesnaţene prsti. Za opaţeno vedenje v 
tretmajih z nCeO2 je bilo morda krivo agregacijsko vedenje, ki je prevladalo nad izbiro 
neonesnaţenega habitata. Vedenjski odzivi enakonoţcev so bili mnogo bolj izraziti v 
testih izbire prsti kot pa v prehranjevalnih testih z izbiro hrane. Na razlike v izbiri med 
prstjo in hrano bi lahko vplivale razlike med substratoma v mikrobni zdruţbi, speciaciji 
in (bio)transformaciji NM in vsebnosti organskih snovi, ki vpliva na biodostopnost 
kovin in NM. Kovine in NM se radi veţejo na organske snovi, zaradi ĉesar so lahko 
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manj biodostopne, ko so organizmi izpostavljeni preko hrane (Vijver in sod., 2005; 
Loureiro in sod., 2006; Tourinho in sod., 2015a, b). Slednje so potrdili Tourinho in sod. 
(2015a, b), ki so pokazali, da je bilo nAg precej bolj biodostopno, ko so bili P. 
pruinosus izpostavljeni preko prsti kot pa preko hrane. 
 
Mehanizem izbire oz. izogibalnega vedenja s kovinami onesnaţene hrane ali prsti pri 
enakonoţcih ni povsem znan. Za zaznavo s kovinami bogate hrane ali prsti bi bila lahko 
odgovorna kontaktna kemorecepcija, kot sta predlagala Weissenburg in Zimmer (2003) 
za primer bakra. Druga predpostavka pa je, da bi onesnaţenje s testnimi NM lahko 
spremenilo mikrobno zdruţbo na hrani/v prsti, in sicer v smislu vrstne sestave zdruţbe 
ter zmanjšanja mikrobne razrasti. Znano je, da se enakonoţci odzivajo na prisotnost 
mikroorganizmov, saj namreĉ raje uţivajo rastlinski opad z moĉno mikrobno razrastjo, 
in še posebej glivami, v primerjavi z opadom, na katerem ni (veliko) mikrobne razrasti 
(Gunnarsson, 1987; Kayang in sod., 1996; Zidar in sod., 2003b), in celo zmorejo 
razlikovati med razliĉnimi tipi in vrstami mikroorganizmov (Ihnen in Zimmer, 2008). 
Zimmer in sod. (1996) so v svoji raziskavi testirali olfaktorne odzive P. scaber na 
razliĉne vire hrane in potrdili, da so enakonoţci sposobni zaznati vonj hrane. Še veĉ, 
pokazali so, da se enakonoţci pravzaprav odzivajo na vonj spojin, ki jih proizvaja 
mikrobna zdruţba na listnem opadu, kot pa na sam vonj listnega opada. Za primer, 
stranski metaboliti, ki nastajajo ob razgradnji celuloze, so bili najbolj vabljivi za 
enakonoţce (Zimmer in sod., 1996). Naši predpostavki v prid govori študija Hassal in 
Rushton (1982), ki sta zapisala, da bi enakonoţci lahko zaznali spremembe v mikrobni 
zdruţbi na hrani, ki jo povzroĉi onesnaţenje s kovinami, in se lahko kaţejo kot 
zmanjšana celulazna aktivnost v primeru onesnaţenosti z bakrom (Weissenburg in 
Zimmer, 2003). Hopkin (1993) pa je na primer predpostavil, da bi bile za izogibanje 
hrane, onesnaţene s kovinami, lahko odgovorne glive, ki prerašĉajo opad in v svojih 
hifah kopiĉijo kovine v visokih koncentracijah. Mehanizmi vpliva izbranih testnih NM 
na mikrobno zdruţbo so razliĉni, izpostavimo pa lahko potencialnege vzroke, kot so 
antimikrobne lastnosti nAg (Jeon in sod., 2003; Kumar in Münstedt, 2005; Levard in 
sod., 2012; McShan in sod., 2014), autoregenerativne redoks katalitiĉne lastnosti nCeO2 
(Dahle in Arai, 2015) in fototoksiĉne lastnosti nTiO2 (Amezaga-Madrid in sod., 2002; 




(1) V naši nalogi so se nanodelci nAg izkazali kot NM z najveĉjim (negativnim) 
biološkim potencialom pri vseh testnih organizmih: ĉebelah, enakonoţcih in solinskih 
rakih. Kvarne uĉinke nAg smo primarno pripisali odtopljenim srebrovim zvrstem, 
vendar nismo izkljuĉili specifiĉnega vpliva nanodelcev nAg. Nanodelci nCeO2 so se pri 
ĉebelah in enakonoţcih izkazali za trojanskega konja, saj na organizemskem nivoju niso 
izzvali izrazitih sprememb v smislu preţivetja, prehranjevalnega in izbirnega oz. 
izogibalnega vedenja, a kljub temu so izzvali velike spremembe biokemijskih 
biomarkerjev. To so pomembni rezultati, ki kaţejo na pomen testiranja cerija ter drugih 
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kovin in njihovih spojin iz skupine redkih zemeljskih elementov. Cerij in drugi redki 
zemeljski elementi so v ekotoksikologiji spregledani prav zaradi njihovega 
poimenovanja, ki pa se nanaša zgolj na geokemijske lastnosti, zaradi katerih je zanje 
znaĉilna razpršena pojavnost v zmeseh z drugimi prvinami (Dahle in Arai, 2015). Cerij 
je sicer zelo pogost element v zemeljski skorji (npr. enako pogost kot baker (68 mg kg
-1
) 
in precej bolj pogost kot svinec (13 mg kg
-1
)), a navkljub pogostosti pa ima zaradi 
geokemijskih lastnosti zelo nizko biodostopnost, kar vidimo na primeru lastnih 
rezultatov, saj metabolizma obeh testnih organizmov evolucijsko nista dobro 
prilagojena na cerij. Titanov dioksid je imel v naših poskusnih pogojih najmanjši 
biološki vpliv na enakonoţce in solinske rake, kar so pokazali tudi pri ĉebelah (Jemec in 
sod., 2016b). 
 
(2) Pot izpostavitve preko prebavila z onesnaţeno hrano, ki smo jo uporabili pri obeh 
testnih organizmih, je realna in okoljsko relevantna pot izpostavitve. V testih s ĉebelami 
smo kot hrano uporabili 1,5 M raztopino saharoze, ki jo uporabljajo tudi ĉebelarji za 
hranjenje ĉebel v ne pašni polovici leta. V testih z enakonoţci pa smo kot hrano 
uporabili kompostirane leskove liste, ki so tudi v naravi njihov priljubljen vir hrane. 
Kljub enakemu naĉinu izpostavitve preko prebavila z onesnaţeno hrano pa so med 
ĉebelami in enakonoţci razlike. Namreĉ v naših poskusih so ĉebele tekom 
prehranjevalnih testov zadrţevale vsebino prebavila in se v testnih kletkah niso 
iztrebljale, nasprotno pa so enakonoţci neprebavljeno vsebino prebavila redno 
iztrebljali. Zadrţevanje neprebavljene vsebine v prebavilu bi morda lahko prispevalo k 
veĉjemu kvarnemu vplivu zauţitih NM na ĉebele. Glede na to bi bilo zelo zanimivo 
videti, kakšne odzive na izpostavitev NM bi dobili pri pašnih ĉebelah, ki vsebine 
prebavila ne zadrţujejo, temveĉ jo izpraznijo med poleti. Za primerjavo bi bilo zato v 
prihodnosti dobro narediti še okoljski poskus, v katerem bi testne ĉebele lahko izletale v 
nadzorovanih okolišĉinah. Kakorkoli, rezultati, ki smo jih dobili, so zelo pomembni z 
vidika (1) madih delavk in zimskih ĉebel, ki zaradi nalog in/ali neugodnih razmer ne 
zapušĉajo pogosto panja in se v zaprtih prostorih, kot je tudi panj, ne iztrebljajo 
(Winston, 1987) in (2) sporoĉila ĉebelarski skupnosti. Kot vsi organizmi imajo tudi 
ĉebele svoj nabor povzroĉiteljev bolezni, kar pa je neugodno z vidika ĉebelarjenja, saj 
bolezni oslabijo ĉebelje druţine in zmanjšajo pridelek ĉebeljih produktov. V ĉebelarski 
skupnosti se sem ter tja za boj proti mikrobnim okuţbam uporabljajo tudi alternativna 
sredstva, ki niso na seznamu dovoljenih veterinarskih sredstev. Tako sredstvo je na 
primer tudi koloidno srebro, ki je znano po svojih antimikrobnih lastnostih (McShan in 
sod., 2014). V svojih študijah so Borsuk in sod. (2013) in Ahn in sod. (2015) sicer 






), resp., lahko uĉinkovito 
antibiotiĉno sredstvo proti okuţbi z enoceliĉnim parazitom Nosema spp. ali z virusom 
mešiĉkaste zalege (sacbrood virus) pri ĉebelah, resp., vendar so oboji svetovali 
previdnost pri njegovi uporabi, saj bi akumulirano Ag v ĉebelah lahko onesnaţilo 
ĉebelje produkte, kar bi imelo lahko negativne posledice za ĉebelje druţine, ljudi in 
okolje. Skladno s to mislijo in našimi rezultati, ki so pokazali negativni vpliv AgNO3 in 
nAg na ţivĉevje in vedenje ĉebel, bi moĉno odsvetovali uporabo srebrovih pripravkov v 
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ĉebelarske namene.  
 
(3) Nominalne koncentracije testnih NM, ki smo jih uporabili v tej nalogi v testih s 
ĉebelami (2‒500 mgL
-1
) in v testih z enakonoţci (0,1‒2 g kg
-1
), so bile višje kot 
modelirane priĉakovane okoljske koncentracije (PEC) NM v razliĉnih kompartmentih 
kopenskega okolja (Preglednica 1; Keller in sod., 2014; Gottschalk in sod., 2015). 
Uporaba višjih koncentracij NM v nanotoksikoloških študijah kot so PEC, je pogosto na 
udaru kritik, a je ob enem neizogibna in nujna, saj je za oblikovanje ocene tveganj 
potrebna temeljita fizikalno-kemijska in biološka karakterizacija NM in s tem celovito 
razumevanje mehanizmov delovanja NM. V naših poskusnih pogojih so bile 
uporabljene nominalne koncentracije testnih NM subletalne za oba organizma. Izjemo 
predstavlja tretma 250 mg nAg L
-1
, v katerem smo opazili visoko smrtnost pri zimskih 
ĉebelah, kar pomeni, da so bile zimske ĉebele mnogo bolj obĉutljive v primerjavi s 
poletno generacijo. Potrebno pa je izpostaviti, da so pri poletnih ĉebelah ţe najniţje 
testne koncentracije nAg in nCeO2, ki so bliţje PEC, izzvale spremembe v opazovanih 
biokemijskih biomarkerjih. Posebno skrb vzbuja spremenjena aktivnost AChE v DT 
frakciji, ki kaţe na spremembe v holinergiĉnem sistemu. Predhodne študije s ĉebelami 
so pokazale, da se motnje v holinergiĉni signalnih poti, ki jih povzroĉijo ksenobiotiki, 
lahko odraţajo v oslabljeni orientaciji, olfaktornem uĉenju in spominu, zaradi ĉesar se 
ĉebele niso zmoţne vrniti v panj, kar lahko vodi  celo do propada ĉebeljih kolonij 
(Farooqui, 2013).  
 
(4) Biomarkerje, ki smo jih opazovali v naši nalogi, lahko v grobem razdelimo na 
biokemijske in vedenjske. Biokemijski biomarkerji veljajo za zelo obĉutljive odzive na 
izpostavitev ksenobiotikom, so pa v nekaterih študijah izpostavili, da so vedenjski 
biomarkerji lahko še bolj obĉutljivi in hitro odzivni (Jemec in sod., 2010; Hellou, 2011). 
Pri poletnih in zimskih ĉebelah so nam odzivi organizemskega nivoja pokazali, da nAg 
in še posebej nCeO2 niso imeli velikega vpliva na preţivetje in prehranjevalno vedenje, 
a kljub temu smo pri ĉebelah opazili zelo velike in dinamiĉne odzive vseh opazovanih 
biokemijskih biomarkerjev (aktivnosti AChE v VT in DT frakciji, GST in vsebnosti 
proteinov). Nasprotno pa so se pri enakonoţcih odzivi organizemskega (prehranjevalno, 
izbirno in izogibalno vedenje) in suborganizemskega (akumulacija kovin) nivoja 
izkazali za bolj odzivne biomarkerje v primerjavi z biokemijskimi. Torej glede na naše 
rezultate na ĉebelah in enakonoţcih lahko reĉemo, da je obĉutljivost in hitrost odzivov 
vrstno specifiĉna in odvisna od vsakega organizma posebej.  
 
Ĉebele so brez dvoma mnogo bolj obĉutljive na kovine v primerjavi z enakonoţci, zato 
smo jih izpostavili niţjim koncentracijam NM. Razlogi za opaţene razlike v 
obĉutljivosti med ĉebelami in enakonoţci pa so v mehanizmih, ki prepreĉujejo 
strupenost kovin. Oba organizma imata razvit metabolizem esencialnih kovin, s katerim 
vzdrţujeta homeostazo notranjega okolja. Pri ĉebelah in drugih ţuţelkah se preseţni 
kovinski ioni esencialnih (K, Na, Cl, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn) in neesencialnih (npr. 
Cd, Pb, Hg) kovin lahko obarjajo in oblikujejo plastovite okrogle strukture, ki so 
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mineralizirani lizosomi, in izvirajo iz kompleksa endoplazemskega retikuluma in 
Golgijevega aparata (Ballan-Dufrançais, 2002; Raes in sod., 1989). Ti citoplazemski 
vkljuĉki lahko nastajajo in se skladišĉijo v razliĉnih organih ţuţelk, kot so srednje 
ĉrevo, Malpighijeve cevke, mašĉobno telo, integument in razmnoţevalni organi (Ballan-
Dufrançais, 2002; Lemaitre in Miguel-Aliaga, 2013; Raes in sod., 1989). V primerjavi s 
ĉebelami pa imajo enakonoţci edinstven in izjemno uĉinkovit metabolizem kovin, ki 
poteka v specializiranih celicah hepatopankreasa. Ena izmed fizioloških prilagoditev 
enakonoţcev na kopensko okolje je namreĉ prisotnost dihalnega pigmenta hemocianina, 
zato je regulacija bakra in skladno s tem tudi drugih esencialnih in neesencialnih kovin 
zelo natanĉno uravnana, kar enakonoţcem omogoĉa toleranco visokih koncentracij 
kovin v okolju (Hopkin, 1989, 1990a, b; Donker in sod., 1990). 
 
Kos M. Nevrotoksiĉnost izbranih nanomaterialov za modelne nevretenĉarje.  





V naši nalogi lahko deloma potrdimo prvo hipotezo, ki pravi, da imajo NM potencialni 
nevrotoksiĉni vpliv na izbrane testne organizme, kar je mogoĉe potrditi z motnjami v 
delovanju holinergiĉnega sistema. Izpostavitev nAg in nCeO2 v naših poskusnih pogojih 
se je odraţala v spremenjeni aktivnosti (povišani ali zmanjšani) AChE v DT frakciji 
glav in trupov ĉebel ter celih enakonoţcev, ki jo predstavlja predvsem aktivnost 
membranske oblike AChE, ki je prisotna v ţivĉnem tkivu in je udeleţena v 
holinergiĉnem ţivĉnem prenosu. Za natanĉno potrditev, ali je sprememba v aktivnosti 
AChE rezultat nevrotoksiĉnega potenciala NM ali pa je spremenjena aktivnost AChE  
posledica kompleksnega fiziološkega odziva na izpostavitev NM, pa bo potrebno 
dodatno raziskovalno delo. Na tem mestu zato ne moremo z gotovostjo potrditi, da so 
bili nAg in nCeO2 v naših poskusnih pogojih nevrotoksiĉni za ĉebele in enakonoţce. 
 
V naši nalogi smo pri ĉebelah in enakonoţcih opazili, da se je izpostavitev nAg in 
nCeO2 v naših poskusnih pogojih odraţala s spremembami v vedenju in aktivnosti 
AChE v DT frakciji. Povišane aktivnosti AChE v DT frakciji glav in trupov poletnih 
ĉebel iz tretmajev z nAg (50‒500 mgL
-1
) in nCeO2 (250 mgL
-1
) so spremljale tudi 
negativne spremembe v vedenju, ki so se pokazale kot nemirnost in hiperaktivnost, kar 
pomeni, da je bil morda lahko prizadet ţivĉni sistem. Pri enakonoţcih iz tretmajev z 
nAg (1 g kg
-1
 suhe hrane) in nCeO2 (1, 2 g kg
-1
 suhe hrane) je inhibicijo aktivnosti 
AChE v DT frakciji na organizemskem nivoju v obeh primerih spremljala zmanjšana 
stopnja prehranjevanja, pri nCeO2 pa tudi zmanjšana stopnja iztrebljanja ter izguba 
telesne biomase. Ti rezultati govorijo v prid druge hipoteze, v kateri smo predpostavili, 
da je nevrotoksiĉnost povezana s spremembami v vedenju organizmov; natanĉneje, da 
se vplivi NM lahko pokaţejo kot spremembe v vedenju in delovanju ţivĉevja. Vendar 
glede na obstojeĉe znanje, ki ga imamo, v tem trenutku z gotovostjo ne moremo 
potrditi, da so bile spremembe v vedenju obeh organizmov posledica nevrotoksiĉnosti 
NM. 
 
Nanomateriali lahko pri organizmih povzroĉijo kvarne uĉinke ne da bi prišlo do njihove 
asimilacije, pri ĉemer gre za kompleksni sistemski odgovor organizmov. S tem vsaj 
deloma zavraĉamo tretjo hipotezo, ki pravi, da je nevrotoksiĉnost povezana z vstopom 
delcev ali njihovih razgradnih produktov (ionskih zvrsti) preko prebavil v ostale telesne 
sisteme. Menimo, da pri enakonoţcih, ki imajo izjemno uĉinkovite fiziološke 
mehanizme metabolizma kovin, ne ionske zvrsti niti NM niso prišli skozi epitel 
prebavnih ţlez. Pri ĉebelah pa ne izkljuĉujemo moţnosti, da so srebrove ionske zvrsti, 
ki so bile prisotne v disperziji nAg, prešle anatomske bariere in povzroĉile kvarne 
uĉinke. Ker v okviru naloge nismo prouĉevali prehoda NM ali njihovih razgradnih 
produktov (ionskih zvrsti) skozi anatomske bariere, pa tega z gotovostjo ne moremo 
ovreĉi ne potrditi in bo v prihodnosti potrebno dodatno raziskovalno delo.  
 
Pri ĉebelah so ţe najniţje testne koncentracije nAg in nCeO2 (2 mgL
-1
), ki so blizu 
najvišjim priĉakovanim okoljskim koncentracijam NM, izzvale spremembe v 
opazovanih biokemijskih biomarkerjih. Posebno skrb vzbuja spremenjena aktivnost 
AChE v DT frakciji, ki kaţe na spremembe v holinergiĉnem sistemu. Namreĉ 
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predhodne študije s ĉebelami so pokazale, da se motnje v holinergiĉni signalnih poti, ki 
jih povzroĉijo ksenobiotiki, lahko odraţajo v oslabljeni orientaciji, olfaktornem uĉenju 
in spominu, zaradi ĉesar se ĉebele niso zmoţne vrniti v panj, kar lahko vodi  celo do 
propada ĉebeljih kolonij. 
 
V vedenjskih testih s soĉasno izbiro med neonesnaţeno in onesnaţeno hrano ali prstjo 
(le pri enakonoţcih) sta oba organizma dobro zaznala spremenjeno kvaliteto hrane ali 
prsti (le enakonoţci) zaradi prisotnosti nAg, na katero sta se odzvala z izogibanjem 
onesnaţene hrane ali prsti (le enakonoţci). V primeru nCeO2 pa sta oba organizma sicer 
zaznala spremenjeno kvaliteto hrane ali prsti zaradi prisotnosti nCeO2, a je nista raje 
izbirala niti se je nista izogibala v primerjavi z neonesnaţeno hrano ali prstjo. 
 
Nanodelci srebra so se izkazali kot NM z najveĉjim (negativnim) biološkim 
potencialom pri vseh testnih organizmih, ĉebelah, enakonoţcih in solinskih rakih. 
Kvarne uĉinke nAg smo pripisali odtopljenim srebrovim ionskim zvrstem. Kvarne 
uĉinke nCeO2 smo pripisali partikulatni obliki, saj je bila v disperzijah prisotna 
zanemarljiva vsebnost cerijevih ionskih zvrsti. Anatazni nTiO2 in rutilni pigmentni TiO2 
pa so imeli v naših poskusnih pogojih najmanjši biološki vpliv na enakonoţce in 
solinske rake, podobno pa velja tudi za ĉebele, kot so v svoji študiji pokazali naši 
sodelavci Jemec in sod. (2016b).  
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Osrednji namen te doktorske naloge je bil raziskati nevrotoksiĉni potencial izbranih 
nanomaterialov (NM) na primeru dveh kopenskih nevretenĉarjev. V nalogi smo 
uporabili tri NM, srebro (nAg), cerijev (IV) oksid (nCeO2) in anatazni titanov dioksid 
(nTiO2), ter rutilni pigmentni TiO2 RD3 (v nadaljevanju besedila ob naslavljanju obeh 
vrst (n)TiO2). Izbira teh materialov je primarno temeljila na njihovih fizikalno-
kemijskih lastnostih, t.j. kemijski zgradbi, (foto)reaktivnosti in še posebej topnosti v 
vodnem mediju pri normalnih (fizioloških) pogojih. Nanodelci nAg so topni v vodnih 
medijih v normalnih (fizioloških) pogojih zaradi oksidacije površine, zaradi ĉesar se z 
delcev postopno odtapljajo srebrove ionske zvrsti;  nasprotno pa sta nCeO2 in (n)TiO2 v 
teh pogojih netopna. Poleg navedenega pa smo te materiale izbrali tudi zaradi njihove 
pogostosti uporabe v razliĉnih aplikacijah, velikih proizvodnih koliĉinah, prisotnosti v 
številnih komercialnih izdelkih in zato visoke verjetnosti za njihovo sprošĉanje v 
okoljske kompartmente (t.j. tla, vodne sisteme, atmosfero in biosfero). Kopensko okolje 
je glavni prejemnik emisij NM, v katerega vstopajo po razliĉnih poteh: z nanognojili in 
nanopesticidi, z odlaganjem aktivnega in trdnega blata iz ĉistilnih naprav na kmetijske 
površine in odlagališĉa, z neposrednimi izpusti prometa, industrije, seţigalnic odpadkov 
in iz gospodinjstev. Ko pa so NM enkrat v okolju, lahko z njimi pridejo v stik razliĉni 
organizmi, kot so naši testni organizmi, medonosne ĉebele (Apis mellifera carnica) iz 
poletne in zimske generacije ter kopenski enakonoţci navadni prašiĉki (Porcellio 
scaber). Taksonomsko razliĉna organizma sta zaradi ekoloških niš, ki ju zasedata, 
pomembna ĉlena kopenskih ekosistemov, poleg tega pa sta zaradi svojih specifiĉnih 
vedenjskih, morfoloških in fizioloških lastnosti in visoke mobilnosti tudi obĉutljiva 
pokazatelja stanja v okolju. Ĉebele so herbivori, pomembni generalistiĉni opraševalci in 
ena njihovih glavnih nalog je iskanje in prinašanje hrane ĉebelji druţini, za kar morajo 
poleteti na pašo. Ĉebele med pašo nakljuĉno vzorĉijo okolje in lahko pridejo v stik tudi 
z NM na razliĉne naĉine: (1) s pašo na onesnaţenih virih hrane in vodnih telesih, (1) z 
vdihavanjem delcev v zraku ali pa z (3) oprijemanjem delcev na telesno površino. 
Kopenski enakonoţci pa so razkrojevalci, ki na mehanski in kemiĉni naĉin ter s 
poveĉanjem aktivnosti mikroorganizmov sodelujejo pri drobljenju odmrlega 
rastlinskega materiala, nastajanju in mešanju prsti ter kroţenju hranil v ekosistemu. Z 
NM lahko pridejo v stik na razliĉne naĉine, in sicer: (1) s poţiranjem onesnaţenih 
delcev prsti in hrane, (2) s pitjem intersticielne vode, (3) z zakopavanjem v prst, ter (4) s 
kapilarnim vlekom intersticielne vode z uropodi. Te situacije lahko simuliramo v 
laboratoriju z razliĉnimi testi.  
 
V naši nalogi smo se pri obeh organizmih odloĉili za oralno izpostavitev preko 
onesnaţene hrane v prehranjevalnih testih in pri enakonoţcih tudi preko onesnaţene 
prsti. V kroniĉnih 9-dnevnih prehranjevalnih testih s ĉebelami smo testirali 4 kemikalije 
v 6 nominalnih koncentracijah: organofosfatni insekticid diazinon (0, 0,2, 0,5, 1, 2,5, 5 
mgL
-1 
1,5 M saharoze) in kovinske materiale AgNO3, nAg ter nCeO2 (0, 2, 10, 50, 250 
in 500 mg Ag/NM L
-1 
1,5 M saharoze). V kroniĉnih 14-dnevnih prehranjevalnih testih z 
enakonoţci pa smo testirali nAg, nCeO2 in (n)TiO2 v 5 nominalnih koncentracijah (0, 
0,1, 0,5, 1, 2 g NM kg
-1 
suhe hrane). Pred testi smo vse testne kemikalije, ki smo jih 
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pripravili v testnih medijih, analizirali in karakterizirali. Raztopine diazinona smo 
analizirali z uporabo metode HPLC. V disperzijah NM smo z razliĉnimi fizikalno-
kemijskimi metodami izmerili vrednosti pH, celokupno elementarno koncentracijo Ag 
in Ce (FAAS in ICP-MS, resp.), velikosti delcev in polidisperznost (DLS) ter doloĉili 
prisotnost ionskih zvrsti (analitska ultracentrifugacija), morfologijo in kemijsko sestavo 
(FE-SEM/EDX). Dodatno pa smo se posluţili še biološke karakterizacije z namenom 
doloĉitve biodostopnosti in biološke reaktivnosti materialov. Zato smo uporabili akutni 
strupenostni test s solinskimi raki Artemia franciscana, ki temelji na doloĉanju 
negibnosti navplijev po 48 h izpostavitvi testni kemikaliji. V okviru tega smo pripravili 
standardizirani test z NM in ga validirali v mednarodni medlaboratorijski študiji, danes 
pa je ţe vkljuĉen v ISO standard (ISO TS 207870 2017). 
 
Prehranjevalni testi so nam sluţili kot osnovo za raziskave potencialnega 
nevrotoksiĉnega vpliva izbranih NM, ki so nam omogoĉili spremljanje preţivetja in 
prehranjevalnega vedenja organizmov, izbirnega/izogibalnega vedenja in druge 
spremembe v vedenju. Po izpostavitvi organizmov so sledile nadaljnje analize izbranih 
biokemijskih biomarkerjev, adsorbcije nAg ali nCeO2 na telesno površino pri ĉebelah in 
celokupne elementarne koncentracije Ag ali Ce v enakonoţcih. Nevrotoksiĉni potencial 
NM smo spremljali s študijo holinergiĉnega sistema, ki je pomemben ţivĉni prenašalni 
sistem pri ĉebelah in enakonoţcih. Natanĉneje, spremljali smo aktivnost encima 
acetilholinesteraze (AChE), ki je kljuĉni encim v prekinitvi ţivĉnega signala na 
postsinaptiĉni membrani. Pri ĉebelah se AChE pojavlja v vodotopni in membranski 
obliki, ki imata regulirano in tkivno specifiĉno gensko ekspresijo, razliĉne katalitiĉne 
lastnosti in potencialno razliĉne fiziološke vloge. Membranska oblika AChE je 
primarno prisotna v tkivih, ki so povezana s centralnim ţivĉnim sistemom (t.j. moţgani, 
ĉutili glave in gangliji) in je udeleţena v sinaptiĉni transmisiji, saj ima precej višjo 
(2500-krat) in vitro katalitiĉno uĉinkovitost razgradnje acetiltioholina v primerjavi z 
vodotopno obliko. Vodotopno obliko AChE najdemo v centralnem in perifernem 
ţivĉnem sistemu ter neţivĉnih tkivih trupa, zadka in okonĉin, zato jo povezujejo tudi z 
vlogami zunaj ţivĉnega sistema, kot so vzgajanje zalege pri medonosnih ĉebelah, 
imunski odziv, odzivi na stres in obrambi pred ksenobiotiki. Prisotnost obeh oblik 
AChE pri enakonoţcih še ni bila opisana, a naši preliminarni rezultati kaţejo, da sta 
prisotni tako membranska kot tudi vodotopna oblika AChE. Vemo pa, da je v 
enakonoţcih AChE prisotna v centralnem ţivĉevju, v senzoriĉnih ţivcih in ţivĉno-
mišiĉnih stikih prebavil ter tudi na mestih, kjer acetilholin nima vloge v ţivĉnem 
prenosu. Aktivnost AChE smo analizirali z metodo po Ellman in sod. (1961) v vodi-
topni (VT) in detergentu-topni (DT) frakciji v tkivnih homogenatih iz 3 telesnih 
kompartmentov ĉebel (glav, trupov in vzorcev hemolimfe) in v celih enakonoţcih z 
odstranjenim zadnjim ĉrevesom. Za dodatno karakterizacijo AChE in vivo smo ĉebele 
izpostavili diazinonu, ki je specifiĉni inhibitor AChE z znanim mehanizmom delovanja; 
za karakterizacijo AChE in vitro v vzorcih ĉebel pa smo se posluţili metode nativne 
poliakrilamidne gelske elektroforeze v nedenaturirajoĉih pogojih (PAGE) in 
specifiĉnega AChE barvanja po Karnovsky in Roots (1964). Ker veĉina kovinskih in 
kovinskih oksidnih NM lahko povzroĉi oksidativni stres, smo poleg AChE analizirali 
tudi aktivnost encima glutation S-transferaze (GST) kot pokazatelja razstrupljevalnih 
procesov, za kar smo se posluţili metode po Habig in sod. (1974). Poleg tega pa smo 
analizirali tudi vsebnost proteinov kot pokazatelja metabolnega stanja organizma zaradi 
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energetsko zahtevnih kompenzatornih in razstrupljevalnih mehanizmov ter zato 
uporabili komercialni test za proteine z bikinonsko kislino (BCA assay, Pierce). 
  
Rezultati PAGE so nam pokazali, da priprava homogenatov v VT in DT frakciji ne 
zagotavlja popolne loĉitve vodotopne in membranske oblike AChE, saj sta bili pri 
ĉebelah v VT frakciji glav in trupov ter v DT frakciji glav prisotni tako vodotopna kot 
tudi membranska oblika AChE, medtem ko smo v DT frakciji trupov zasledili le 
membransko obliko AChE. V vzorcih hemolimfe je bila prisotna le vodotopna oblika 
AChE. Kljub temu pa smo v VT in DT frakciji istih vzorcev glav, trupov in hemolimfe 
ĉebel iz tretmajev z diazinonom, nAg in nCeO2 izmerili razliĉne aktivnosti AChE. 
Namreĉ po kroniĉni oralni izpostavitvi subletalnim koncentracijam diazinona ali nCeO2 
so bile aktivnosti celokupne AChE v VT frakciji glav in trupov povišane, aktivnosti 
celokupne AChE v DT frakciji glav in trupov pa so bile inhibirane. Izpostavitev ĉebel 
AgNO3 ali nAg pa je zelo povišala aktivnosti AChE v obeh frakcijah, z izjemo 
inhibicije AChE v VT frakciji glav poletnih ĉebel iz tretmajev z nAg. Tudi pri 
enakonoţcih iz prehranjevalnih poskusov z nAg in nCeO2 smo v VT in DT frakciji istih 
vzorcev izmerili razliĉne aktivnosti AChE: skoraj nespremenjeno aktivnost AChE v VT 
frakciji in inhibicijo aktivnosti v DT frakciji.  
 
Vodotopna oblika AChE je manj raziskana in njena fiziološka vloga ni dobro poznana. 
Glede na razliĉne študije in naše rezultate pri ĉebelah predlagamo, da povišane 
aktivnosti AChE v VT frakciji glav in trupov kaţejo na fiziološki odziv na izpostavitev 
testnim kemikalijam (diazinonu, AgNO3, nAg in nCeO2). Ker so pri vseh testnih 
kemikalijah povišane aktivnosti AChE v VT frakciji spremljale tudi povišane aktivnosti 
GST, to morda kaţe na razstrupljevalne mehanizme in/ali odzive na oksidativni stres 
zaradi zunaj- in/ali znotrajceliĉnega nastajanja ROS in RNS preko (1) oksidacije 
površine nAg in poslediĉnega postopnega odtapljanja srebrovih ionov oz. (2) redoks 
aktivne površine v kristalni strukturi nCeO2, v kateri cerijevi atomi spontano prehajajo 
med reducirano (Ce
3+
) in oksidirano (Ce
4+
) obliko. Za dodatno potrditev te 
predpostavke o povezavi med povišano aktivnostjo AChE v VT frakciji in 
razstrupljevalnimi in/ali stresnimi odzivi pa bi morali analizirati še druge biomarkerje 
stresa.  
 
Zmanjšanje aktivnosti membranske oblike AChE, ki je udeleţena v holinergiĉnem 
ţivĉnem prenosu, je pogosto razloţeno kot rezultat neposrednega vpliva ksenobiotika na 
aktivno mesto encima (mehanizem delovanja diazinona) ali posrednega vpliva preko 
poškodb postsinaptiĉnih membran. V naših poskusnih pogojih se je izpostavitev obeh 
organizmov nAg in nCeO2 odraţala v spremenjeni aktivnost AChE v DT frakciji 
(povišani ali zmanjšani), v kateri prevladuje membranska oblika AChE. Vendar ali to 
kaţe na to, da so imeli nAg in nCeO2 v naših poskusnih pogojih nevrotoksiĉni potencial 
pri obeh testnih organizmih ali pa je bila spremenjena aktivnost AChE rezultat 
kompleksnega fiziološkega odziva, pa v tem trenutku z gotovostjo ne moremo potrditi 
in nas v prihodnosti ĉaka dodatno eksperimentalno delo. Kakorkoli pa kljub 
spremenjeni aktivnosti AChE v DT frakciji po izpostavitvi nAg ali nCeO2 menimo, da v 
našem primeru ni prišlo do neposrednih interakcij med NM in membransko obliko 
AChE niti do neposrednih interakcij med NM in postsinaptiĉnimi membranami. 
Nanomateriali majo lahko številne uĉinke na organizem, tudi ĉe ne pride do njihove 
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asimilacije, kar smo podrobno razloţili tudi v razpravi. V naših poskusih smo z analizo 
pokazali, da so disperzije nAg vsebovale visok deleţ Ag
+
-ionskih zvrsti, zato menimo, 
da so bili opaţeni uĉinki pri ĉebelah iz tretmajev AgNO3 in nAg, t.j. povišane aktivnosti 
AChE v VT in DT frakciji, v prvi vrsti posledica delovanja prostih Ag
+
-ionskih zvrsti, 
ki lahko preidejo anatomske pregrade. Ne izkljuĉujemo pa specifiĉnega vpliva nAg. 
Disperzije nCeO2 pa so vsebovale zelo majhne deleţe Ce
3+/4+
-ionskih zvrsti, zato 
menimo, da je spremenjena aktivnost  membranske oblike AChE (povišana v tretmaju 
250 mg nCeO2 L
-1 
ali zniţana v drugih tretmajih z nCeO2) verjetno posledica 
kompleksnega sistemskega odziva na izpostavitev nCeO2 in za to niso bile odgovorne 
ionske zvrsti. Ker imajo enakonoţci zelo uĉinkovite fiziološke mehanizme metabolizma 
kovin menimo, da opaţena inhibicija AChE v DT frakciji ni bila posledica delovanja 
prostih ionskih zvrsti, temveĉ bi jo lahko pojasnili kot rezultat kompleksnega 
sistemskega odziva na izpostavitev NM na eni strani in odziva ţivĉevja na povišan 
metabolizem neesencielnih kovin na drugi strani. 
 
Pri ĉebelah in enakonoţcih  smo opazili tudi, da se je izpostavitev nAg in nCeO2 v naših 
poskusnih pogojih odraţala s spremembami v vedenju in aktivnosti AChE v DT frakciji. 
Namreĉ povišane aktivnosti AChE v DT frakciji glav in trupov poletnih ĉebel iz 
tretmajev z nAg (50‒500 mgL
-1
) in nCeO2 (250 mgL
-1
) so spremljale tudi negativne 
spremembe v vedenju, ki so se pokazale kot nemirnost in hiperaktivnost, kar pomeni, da 
je bil morda lahko prizadet ţivĉni sistem. Pri enakonoţcih iz tretmajev z nAg (1 g kg
-1
) 
in nCeO2 (0-0,5, 1, 2 g kg
-1
) je inhibicijo aktivnosti AChE v DT frakciji na 
organizemskem nivoju v obeh primerih spremljala zmanjšana stopnja prehranjevanja, 
pri nCeO2 pa tudi zmanjšana stopnja iztrebljanja ter izguba telesne biomase. 
Predpostavili smo, da je nevrotoksiĉnost lahko povezana s spremembami v vedenju. 
Natanĉneje, da se vplivi NM lahko pokaţejo kot spremembe v vedenju in delovanju 
ţivĉevja. Vendar glede na obstojeĉe vedenje, ki ga imamo, v tem trenutku z gotovostjo 
ne moremo potrditi, da so bile spremembe v vedenju obeh organizmov posledica 
nevrotoksiĉnosti NM. 
 
Odzivi organizemskega nivoja so nam pokazali, da v naših poskusnih pogojih kroniĉnih 
prehranjevalnih testov nCeO2 (2‒500 mgL
-1
) niso imeli vpliva na preţivetje in 
prehranjevanje poletnih in zimskih ĉebel, z izjemo tretmaja 250 mg nCeO2 L
-1
, v 
katerem so bile izbira onesnaţene hrane, stopnja prehranjevanja in vse aktivnosti 
encimov znaĉilno povišane. Nanopartikulatna in ionska oblika srebra iz AgNO3 pa sta 
imeli bolj negativen vpliv na preţivetje ĉebel, kjer je ionska oblika srebra povzroĉila 
višjo smrtnost v primerjavi z nAg, saj so v tretmajih 250 in 500 mg Ag L
-1 
še pred 
koncem poskusa poginile vse ĉebele. V poskusnih pogojih kroniĉnih prehranjevalnih 
testov brez in z izbiro hrane nAg, nCeO2 in (n)TiO2 niso imeli vpliva na preţivetje 
enakonoţcev. Smo pa opazili, da so imeli nAg in nCeO2 med vsemi opazovanimi 
parametri prehranjevanja (t.j. stopnje prehranjevanja, stopnje iztrebljanja, uĉinkovitostjo 
asimilacije hrane, spremembo biomase) najveĉji vpliv na stopnjo prehranjevanja, ki je 
bila v prehranjevalnih testih brez izbire hrane koncentracijsko odvisna in je bila 
znaĉilno zmanjšana v tretmajih z višjo koncentracijo nAg (0,5‒2 g kg
-1
 suhe hrane) in 
nCeO2 (1 in 2 g kg
-1
 suhe hrane). V testih z (n)TiO2 pa smo se posluţili razliĉnih 
scenarijev izpostavitve enakonoţcev v laboratorijskih in okoljskih pogojih, ki so se med 
seboj razlikovali v neposrednem mikrobnem okolju, prisotnosti substrata (prsti Lufa 
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2.2) in abiotskih dejavnikih, kot so temperatura, vlaţnost ter vir in jakost osvetlitve. 
Ugotovili smo, da (n)TiO2 v laboratorijskih pogojih niso imeli vpliva na stopnjo 
prehranjevanja in druge parametre prehranjevanja. V okoljskih pogojih pa je bila 
stopnja prehranjevanja pri enakonoţcih, ki so bili izpostavljeni pigmentu TiO2 RD3 zelo 
zmanjšana, na kar je verjetno vplivala kombinacija variabilnih okoljskih pogojev, kot so 
temperatura in vlaţnost zraka, vlaţnost substrata (prsti), jakost naravne svetlobe 
(+prisotnost UV spektra) in spremembe v mikrobni zdruţbi na hrani v smislu vrstne 
sestave zdruţbe ter zmanjšanja mikrobne razrasti zaradi fototoksiĉnosti TiO2 RD3 pod 
vplivom UV.  
 
Pri ĉebelah in enakonoţcih smo v vedenjskih testih s soĉasno izbiro med neonesnaţeno 
in onesnaţeno hrano ali prstjo (le pri enakonoţcih) preizkušali raziskovalno in 
prehranjevalno vedenje ter testirali sposobnost zaznave onesnaţene hrane ali prsti in 
sposobnost izbire med neonesnaţeno in onesnaţeno hrano ali prstjo (t.j. preference ali 
izogibanja). Rezultati so pokazali, da sta oba organizma dobro zaznala spremenjeno 
kvaliteto hrane ali prsti zaradi prisotnosti nAg, na katero sta se odzvala z izogibanjem. 
Na drugi strani pa so rezultati izbirnih testov z nCeO2 pokazali, da so ĉebele in 
enakonoţci v danih poskusnih pogojih sicer zaznali spremenjeno kvaliteto hrane ali 
prsti zaradi prisotnosti nCeO2, a je niso raje izbirali niti se je niso izogibali v primerjavi 
z neonesnaţeno hrano ali prstjo. 
 
V poskusih s ĉebelami smo zaradi naĉina izpostavitve predpostavili moţnost 
onesnaţenja telesne površine z NM med ĉistilnim vedenjem. Po temeljiti analizi 
površine glav in trupov ĉebel z uporabo FE-SEM/EDX nismo našli adsorbiranih nAg 
oz. nCeO2. To pomeni, da v naših poskusnih pogojih ĉebele niso bile izpostavljene 
preko telesne površine in da nanodelci z adsorbcijo na antene in ustne okonĉine niso 
mehansko ovirali hranjenja ali motili olfaktorne in gustatorne zazanave hrane. V 
enakonoţcih iz prehranjevalnih testov brez izbire in z izbiro hrane smo zaradi njihove 
sposobnosti absorbcije in koncentriranja kovin v prebavnih ţlezah izmerili 
koncentracijo Ag ali Ce z uporabo FAAS in ICP-MS, resp. Vsebnost Ag je bila 
signifikanto povišana v vseh tretmajih z nAg (0,1‒2 g nAg kg
-1
 suhe hrane), vsebnost 
Ce pa v višjih tretmajih z nCeO2 (0,5‒2 g nCeO2 kg
-1




The main aim of this doctoral dissertation was to investigate the neurotoxic potential of 
selected nanomaterials (NMs) in two terrestrial invertebrates. Three types of NMs were 
used, silver (nAg), cerium (IV) oxide (nCeO2), anatase titanium dioxide (nTiO2), and 
pigment rutile TiO2 RD3 (when referring to both forms of TiO2 hereafter: (n)TiO2). The 
choice of these materials was primarily based on their physicochemical properties, i.e. 
chemical composition, (photo)reactivity, and especially solubility in aqueous medium 
under normal (physiological) conditions. Silver nanoparticles are soluble in aqueous 
media under normal (physiological) conditions due to the oxidation of the surface, 
resulting in the gradual dissolution of silver ions from the particles. On the contrary, 
nCeO2 and (n)TiO2 are known to be insoluble in these conditions. In addition to this, we 
selected these materials also because of their high frequency of use in various 
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applications, large production quantities, presence in many commercial products and 
therefore high probability of their release into environmental compartments (soil, water 
systems, atmosphere, and biosphere). The terrestrial environment is the main recipient 
of NMs emissions. Nanomaterials may enter the environment through various paths: by 
application of nanofertilizers, nanopesticides, as well as sewage sludge and biosolids 
from waste water treatment plants (WWTP) to agricultural land and landfills, direct 
discharges from transport, industry, WWTP, incinerator plants, and households. Once in 
the environment various non-target organisms may come into contact with NMs, such 
as our test organisms, honey bees Apis mellifera carnica from the summer and winter 
generations and terrestrial isopods Porcellio scaber. Taxonomically different organisms 
are important members of terrestrial ecosystems due to their ecological niches. In 
addition, both organisms are due to their specific behavioral, morphological, and 
physiological characteristics, and high mobility also sensitive indicators of the 
environmental quality and conditions in the environment. Honey bees are herbivores 
and important generalist pollinators. One of the honey bee‟s main tasks is to find and 
retrieve the food for the bee family and for that they have to forage. During the forage 
honey bees randomly sample various environmental compartments and they can also 
come in contact with NMs in different ways: (1) by foraging on contaminated food 
sources and water bodies, (2) by inhaling airborne particles, or by (3) adsorption of 
particles onto their body surface. Terrestrial isopods are decomposers who participate in 
the decomposition of dead plant material, formation and mixing of the soil, and the 
circulation of nutrients in the ecosystem through mechanical and chemical manner, and 
by increasing the activity of microorganisms. Isopods can come into contact with NMs 
in various ways: (1) by consuming contaminated food and soil particles, (2) by drinking 
interstitial water, (3) by burying into soil, and (4) by capillary uptake of interstitial water 
by uropodes. All the forementioned scenarios can be simulated in a laboratory with 
various tests. 
 
Both test organisms were orally exposed to NMs through contaminated foods in the 
feeding tests and isopods also through contaminated soil. In chronic 9-day feeding tests 
with honey bees we tested 4 chemicals in 6 nominal concentrations: organophosphate 
insecticide diazinone (0, 0.2, 0.5, 1, 2.5, 5 mgL
-1
 1.5 M sucrose) and metallic materials 
AgNO3, nAg and nCeO2 (0, 2, 10, 50, 250, and 500 mg Ag/NM L
-1
 1.5 M sucrose). In 
chronic 14-day feeding tests with isopods we tested 3 NMs, nAg, nCeO2, nTiO2, and 
pigment TiO2 RD3 in 5 nominal concentrations (0, 0.1, 0.5, 1, 2 g NM kg
-1
 of dry food). 
All test chemicals were prepared in the test media and were thoroughly analysed and 
characterised. Diazinone solutions were analyzed using the HPLC method. Various 
physicochemical methods were used to for the characterisation of the  NMs. We 
analysed the total elemental concentration of Ag and Ce (FAAS and ICP-MS, 
respectively), particle sizes and polydispersity (DLS), the presence of ion species 
(analytical ultracentrifugation, followed by FAAS and ICP-MS), morphology and 
chemical composition (FE-SEM/EDX). In addition, we used biological characterisation 
to assess the bioavailability and bio-reactivity of materials. For that purpose the acute 
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toxicity test with brine shrimp Artemia franciscana was used, which is based on 
determining the immobility of the nauplii after 48 hours exposure to the test chemical. 
In this context we developed a standardized test and validated it in an international 
interlaboratory study, and now it is already included in the ISO standard (ISO TS 
207870, 2017). 
 
Feeding tests served as a basis for research of the potential neurotoxic effect of selected 
NMs, which enabled us to monitor survival and feeding behavior of organisms, 
selective/avoidance behaviour, and other behavioral changes. Exposures were followed 
by additional analyses of selected biochemical biomarkers, surface adsorption of NMs 
on the body surface in honey bees, and the total body concentrations of Ag or Ce in the 
isopods. The neurotoxic potential of NMs was studied through the effect on the 
cholinergic system, which is an important neurotransmitter system in honey bees and 
isopods. More specifically, the activity of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) was 
monitored. AChE catalyzes the breakdown of neurotransmitter acetylcholine (ACh) and 
is for that reason the key enzyme for the termination of the nerve signal in the 
postsynaptic membrane. In honey bees, AChE appears in soluble and membrane forms, 
which have regulated and tissue-specific gene expression, various catalytic properties 
and potentially also different physiological roles. The membrane form of AChE is 
primarily present in tissues associated with the central nervous system (brain, sensory 
nervs, and ganglia) and is involved in synaptic transmission, since it has a much higher 
(2500-fold) in vitro catalytic efficiency for acetylthiocholine breakdown in comparison 
with the soluble form. The soluble form of AChE is found in the central and peripheral 
nervous systems and non-nervous tissues of the thorax, abdomen, and limbs, and is 
therefore also related to roles outside the nervous system, such as brood rearing in 
honeybees, the immune response and responses to stress. The presence of both forms of 
AChE in isopods has not been described yet, but our preliminary results confirmed the 
presence of soluble and membrane forms of AChE. In isopods the AChE is present in 
the central nervous system, sensory nerves, and in the neuromuscular junctions of the 
gastrointestinal tract, as well as in the locations where ACh does not play a role in the 
neurotransmission. The AChE activity was analysed according to method described by 
Ellman et al. (1961) in salt-soluble (VT) and detergent-soluble (DT) fractions in tissue 
homogenates from 3 body compartments of the honey bees (heads, thoraces, and 
haemolymph) and from whole isopods with removed gut. For additional AChE 
characterisation in vivo, the honey bees were exposed to diazinone, which is a specific 
AChE inhibitor with a known mechanism of action; and for the AChE characterisation 
in vitro in honey bee‟s samples, the methods of native poliacrylamide gel 
electrophoresis in non-denatured conditions (PAGE) and specific AChE staining 
according to Karnovsky and Roots (1964) were employed. Since most metal and metal 
oxide NMs can cause oxidative stress the activity of glutathione S-transferase was 
analysed as biomarker of detoxication according to the method described by Habig et al. 
(1974). Additionally, protein content was analysed to assess the metabolic state of 
organisms due to energy-demanding compensatory and detoxication mechanisms. For 
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the determination of the protein content a commercial test with bicinchoninic acid was 
used (BCA assay, Pierce). 
 
Results of the PAGE analysis showed that the preparation of homogenates in the VT 
and DT fractions does not ensure complete separation of the soluble and membrane 
forms of AChE. Namely, in honey bees both forms of AChE were present in the VT 
fraction of heads and thoraces and in the DT fraction of the heads. In the DT fraction of 
the thoraces only the membrane form of AChE was observed. In haemolymph samples 
only the soluble form of AChE was present. Nevertheless, in the same samples of honey 
bee‟s heads, thoraces and hemolymph from the diazinon, nAg, and nCeO2 treatments 
the different AChE activities were measured in the VT and DT fractions. Namely, 
following chronic oral exposure to sublethal concentrations of diazinone or nCeO2, the 
total AChE activity in VT fraction of heads and thoraces was increased, and the activity 
of total AChE in the DT fraction of same samples was inhibited. The exposure of honey 
bees to the AgNO3 or nAg resulted in greatly increased AChE activity in both fractions, 
with the exception of AChE inhibition in the VT fraction of the heads of summer honey 
bees from treatments with nAg. Similar pattern was observed in isopods from feeding 
tests with nAg and nCeO2 ‒ different AChE activities were measured in the VT and DT 
fraction of the same samples: virtually unchanged AChE activity in the VT fraction and 
inhibition of AChE activity in the DT fraction. 
 
The soluble form of AChE is less investigated and its physiological role is not well 
known. According to various studies and our results on honey bees, we suggest that 
elevated AChE activity in VT fraction of heads and thoraces shows a physiological 
response to exposure to test chemicals (diazinon, AgNO3, nAg, and nCeO2). Due to the 
fact that in all treatments the increased activity of AChE in the VT fraction was 
accompanied by elevated GST activity, this may indicate detoxification mechanisms 
and/or responses to oxidative stress due to the outer and/or intracellular formation of 
ROS and RNS through (1) oxidation of the surface of nAg and consequent gradual 
dissolution of silver ions, (2) the redox active surface in the nCeO2 crystalline structure, 
in which the cerium atoms spontaneously shift between reduced (Ce
3+
) and oxidized 
(Ce
4+
) forms. In order to confirm this assumption about the relationship between 
elevated AChE activity in the VT fraction and detoxification and/or stress responses, 
other biomarkers of stress should be also analysed. 
 
Decreased (inhibited) activity of the membrane form of AChE, which is involved in 
cholinergic transmission, is often explained as a result of the direct effect of xenobiotics 
on the active site of the enzyme (eg. mechanism diazinone action) or indirect effect 
through damage of postsynaptic membranes. In our experimental conditions the 
exposure of both test organisms to nAg and nCeO2 resulted in the changed AChE 
activity in the DT fraction (elevated or decreased), in which the membrane form of 
AChE predominates. But whether this suggests that in our experimental conditions the 
nAg and nCeO2 had neurotoxic potential cannot be confirmed with certainty in this very 
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moment and additional experimental work is absolutely necessary. Despite the changed 
activity of AChE in the DT fraction after exposure to nAg or nCeO2, we believe that in 
our case there was no direct interaction between the NMs and the membrane form of 
AChE, nor the direct interactions between NMs and postsynaptic membranes. 
Nanomaterials can have numerous effects on the organism even if their assimilation 
does not occur, which was explained in detail in the Discussion. In our experiments, the 
analysis showed that the nAg dispersion contained a high proportion of Ag
+
-ion species, 
so we believe that the observed effects in honey bees from treatments AgNO3 and nAg, 
i.e. elevated AChE activity in the VT and DT fractions, were primarily due to the action 
of free Ag
+
-ion species that can pass anatomic barriers. We do not rule out the specific 
effect of nAg. The nCeO2 dispersions contained very small proportions of Ce
3+/4+
-ion 
species and therefore we consider that the altered activity of AChE in DT fraction 
(elevated in the treatment of 250 mg nCeO2 L
-1
 or decreased in other treatments with 
nCeO2) was probably due to a complex systemic response to nCeO2 exposure alone. 
Since isopods have very effective physiological mechanisms of metal metabolism, the 
observed inhibition of AChE in the DT fraction was not due to the action of ion species, 
but could be explained as a result of a complex systemic response to NMs exposure on 
the one hand and the response of the nervous system to increased metabolism of non-
essential metals on the other hand. Additionaly in both test organisms we observed that 
exposure to nAg and nCeO2 was accompanied not only by changes in AChE activity in 
DT fraction but also by behavioral changes. Namely, increased activity of the AChE in 
DT fraction in the heads and thoraces of summer honey bees from nAg (50‒500 mgL
-1
) 
and nCeO2 (250 mgL
-1
) treatments was accompanied by negative behavioral changes. 
These behavioural changes were shown as restlessness and hyperactivity of honey bees, 
which could mean that the nervous system was affected. In the case of isopods from 
treatments with nAg (1 g kg
-1
) and nCeO2 (0-0,5, 1, 2 g kg
-1
), the inhibition of AChE 
activity in the DT fraction was in both cases accompanied by a reduced feeding rate, 
reduced defecation rate, and loss of body biomass. We have hypothesized that 
neurotoxicity can be associated with behavioral changes. More specifically, the effects 
of NMs can be seen as changes in the behavior and functioning of the nervous system. 
However, given the existing knowledge on the matter, we cannot confirm with certainty 
that the behavioural changes were result of  a neurotoxicity of NMs. 
 
Organism level responses showed that in our experimental conditions of chronic feeding 
tests the nCeO2 (2‒500 mgL
-1
) had no effect on the survival and feeding behaviour of 
summer and winter honey bees, with the exception of 250 mg nCeO2 L
-1
 treatment in 
which the selection of contaminated food, the feeding rate, and all enzyme activities 
were significantly increased. Silver nanoparticles and AgNO3 had a more negative 
effect on the survival of honey bees, where AgNO3 caused much higher mortality 
compared to nAg, as in the 250 and 500 mg Ag L
-1
 treatments all bees died before the 
end of the experiment. In the experimental conditions of chronic feeding tests and food 
selection tests the nAg, nCeO2, and (n)TiO2 did not have an impact on the survival of 
the isopods. However, in feeding tests we noticed that higher concentrations of nAg 
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 dry food) and nCeO2 (1 and 2 g kg
-1
 dry food) had negative effect on all 
feeding parameters of isopods (i.e. feeding rate, defecation rate, food assimilation 
efficiency, biomass change). In tests with isopods and (n)TiO2 we tested various 
exposure scenarios in laboratory and environmental conditions, which differed in the 
direct microbial environment, the presence of the substrate (Lufa 2.2 soil), and abiotic 
factors such as temperature, humidity, and source and intensity of illumination. We 
found that in laboratory conditions pigment grade TiO2 did not have any effect on the 
feeding rate and other feeding parameters of isopods. Contrary, in the environmental 
conditions the feeding rate of isopods was greatly reduced, which was most likely result 
of a combination of variable environmental factors such as air temperature and 
humidity, substrate moisture, natural light intensity (especially presence of UV 
spectrum), and changes in microbial communities on food in terms of species 
composition and reduction of microbial growth due to phototoxicity of TiO2 RD3 under 
the influence of UV light. 
 
Finally, different behavioral tests were carried out with both test organisms, in which 
they were given a choice between two qualities of the food or soil (isopods only). With 
these tests we tested the ability of organisms to detect contaminated food or soil 
(isopods) and to select between both qualities of food or soil (isopods). that enabled 
simultaneous selection between unpolluted and contaminated food or soil (only 
isopods), we tested exploratory and nutritional behaviour, ability to detect contaminated 
food or soil and the ability to choose between unpolluted and contaminated food or soil 
(that is preference or avoidance) in honey bees and isopods. The results showed that 
both organisms were well aware of the changed quality of food or soil (isopods) due to 
the presence of nAg, which they responded by avoiding contamination. On the other 
hand, the results of the selection tests with nCeO2 showed that honey bees and isopods 
in the given experimental conditions detected altered quality of food or soil (isopods) 
due to the presence of nCeO2, but they did not prefer nor avoid the contamination. 
 
In experiments with honey bees the possibility of contamination of the body surface 
with NMs was assumed due to the way of exposure. After a thorough analysis of the 
body surface of the heads and thoraces of honey bees using FE-SEM/EDX, no 
adsorption of nAg and nCeO2 was detected. This means that in our experimental 
conditions the honey bees were not exposed through the body surface, and that the 
nanoparticles did not mechanically obstruct the feeding or disturb the olfactory and 
gustatory perception by adsorption to the antennae and mouth parts. Due to unique 
ability of isopods to absorb and concentrate metals in the hepatopancreas, the 
concentration of Ag or Ce was measured in isopods from chronic feeding and food 
selection tests using the FAAS and ICP-MS, respectively. Results showed that the Ag 
content was significantly increased in isopods from all treatments with nAg (0.1‒2 g 
nAg kg
-1
 dry food), and the Ce content in isopods from higher treatments with nCeO2 
(0.5‒2 g nCeO2 kg
-1
 dry food). 
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Priloga A: Pregled literature ekotoksikoloških laboratorijskih študij na medonosnih ĉebelah, ki so bile narejene na kovinah in nanomaterialih (NM). (Legenda: 
CAT‒katalaza; SOD‒superoksidna dismutaza; GSH‒reduciran glutation; RIP‒refleks iztegovanja proboscisa; GST‒glutation S-transferaza; 
AChE‒acetilholinesteraza; VT‒v vodi-topna frakcija; DT‒v detergentu topna frakcija; PVF‒polivinilferocen) 
Annex A: Review of the ecotoxicological laboratory studies with metals and nanomaterials (NM) that were done with honey bees. (Legend: CAT‒catalase; 
SOD‒superoxide dismutase; GSH‒reduced glutathion; RIP‒proboscis extension reflex; GST‒glutathion S-transferase; AChE‒acetylcholinesterase; VT‒salt soluble 












Trajanje Biomarkerji Rezultati Referenca 




Smrtnost, st. prehranjevanja, 
lipidna  peroksidacija, 
metalotioneini, alfatokoferol 
(vitamin E),vsebnost Al 
↑ lipidna peroksidacija 
↑ koncentracijsko odvisna 


















Ţivljenjska doba, moĉ kolonije, 
aktivnost kolonije, smrtnost larv 
↑ podaljšana ţivlj. doba 
↑ moĉ kolonije 
↑ aktivnost kolonije 
↓ smrtnost larv 
Ahn in 
sod., 2015 
Cd / A. mellifera 
1, 2, 5, 10, 20, 






Smrtnost, st. prehranjevanja, 
vsebnost metalotioneinov  
↑ smrtnost, LD50 = 2,8 µg Cd/ 
ĉebelo, (CdCl2)  LD50 = 1,44 
µg Cd/ ĉebelo (CdSO4) 
↓ st. prehranjevanja 













Oralno, hrana za 
liĉinke, raztopina 
saharoze (delavke) 
10 d (liĉinke) 
72 h 
(delavke) 
Smrtnost, st. prehranjevanja, 
razvoj larv, vsebnost Cd 
↑ konc. odvisna smrtnost  
↓ st. prehranjevanja  
↓ upoĉasnjen razvoj larv 
↑ vsebnost Cd 
Di in sod., 
2016 






Smrtnost, st. prehranjevanja, 
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Produkcija voska, medu, zalege, 
teţa druţine, preţivetje zalege, 
vsebnost Cd 
↓ preţivetje zalege 
↑ vsebnost Cd  
Hladun in 
sod., 2016 




Smrtnost, st. prehranjevanja, 
aktivnost encimov (SOD, CAT), 
ekspresija genov (SOD, CAT), 
lipidna peroksidacija, vsebnost 
GSH, prostih tiolnih skupin 
Konc. odvisna smrtnost 
↓ aktivnost CAT pri 0,001 
mgL-1 















Oralno, hrana za 
liĉinke, raztopina 
saharoze (delavke) 
10 d (liĉinke) 
72 h 
(delavke) 
Smrtnost, st. prehranjevanja, 
razvoj larv, vsebnost Cu 
↑ konc. odvisna smrtnost  
↓ st. prehranjevanja  
↓ upoĉasnjen razvoj larv 
↑ vsebnost Cu 














Produkcija voska, medu, zalege, 
teţa druţine, preţivetje zalege, 
vsebnost Cu 
↓ preţivetje zalege 
↑ vsebnost Cu 
Hladun in 
sod., 2016 




Smrtnost, st. prehranjevanja, 
aktivnost encimov (SOD, CAT), 
ekspresija genov (SOD, CAT), 
lipidna peroksidacija, vsebnost 
GSH, prostih tiolnih skupin 
Konc. odvisna smrtnost 





Mn / A. mellifera 





Vsebnost biogenih aminov 
(oktopamin, dopamin, serotonin), 
pašno vedenje, ţivljenjska doba 
↑ vsebnost biogenih aminov 
narašĉa s konc. 
Negativen vpliv na pašno 
vedenje, krajša ţivlj. doba pri 












Oralno, hrana za 
liĉinke, raztopina 
saharoze (delavke) 
10 d (liĉinke) 
72 h 
(delavke) 
Smrtnost, st. prehranjevanja, 
razvoj larv, vsebnost Pb 
↑ konc. odvisna smrtnost  
↓ st. prehranjevanja  
↓ upoĉasnjen razvoj larv 
↑ vsebnost Pb 
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Trajanje Biomarkerji Rezultati Referenca 




Smrtnost, st. prehranjevanja, 
lipidna  peroksidacija, 
metalotioneini, alfatokoferol 
(vitamin E), vsebnost Pb 
↑ alfatokoferol 















Produkcija voska, medu, zalege, 
teţa druţine, preţivetje zalege, 
vsebnost Pb 
↑ vsebnost Pb 
Hladun in 
sod., 2016 




Smrtnost, st. prehranjevanja, 
aktivnost encimov (SOD, CAT), 
ekspresija genov (SOD, CAT), 
lipidna peroksidacija, vsebnost 
GSH, prostih tiolnih skupin 
Konc. odvisna smrtnost 
↑ ekspresija genov (SOD, 
CAT) 




Pt / A. mellifera 








Se / A. mellifera 





6 d (1x 
/kroniĉna 
izpostavitev) 
Smrtnost, st. prehranjevanja, RIP, 
zaznavanje okusa 
↑smrtnost (selenat > 
selenometionin) 
↓ odziv na saharozo (selenat) 




Se / A. mellifera 







RIP, olfaktorno pogojevanje, 
uĉenje, priklic kratkoroĉnega in 
dolgoroĉnega spomina 
↓ kognitivne sposobnosti 
(selenat), ↓ sposobnost priklica 

















Produkcija voska, medu, zalege, 
teţa druţine, preţivetje zalege, 
vsebnost Se 
↓ produkcija zalege 
↓ teţa druţine 
Hladun in 
sod., 2016 




Smrtnost, st. prehranjevanja, 
aktivnost GST, aktivnost AChE v 
VT frakciji 
↑smrtnost 
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Smrtnost oz. ţivljenjska doba, st. 
prehranjevanja, akumulacija,  
infekcija z Nosema spp. 
25 mgL-1: ↓ krajša ţivljenjska 
doba, ↑ st. prehranjevanja, 
↑ vsebnost Ag v umrlih 
ĉebelah, ↓ števila spor  
Borsuk in 









96 h Smrtnost 
↑ smrtnost (1 mgL-1 - nano 29 




CeO2 NM < 20  A. m carnica 





Površinska adsorbcija, smrtnost, 
st. prehranjevanja, aktivnost 
GST, aktivnost AChE v VT in 
DT frakciji 
↑ GST 
↑ AChE – VT frakcija 
↑ AChE – DT frakcija,   









Smrtnost, st. prehranjevanja, 
encimska aktivnost v moţganih 









A. mellifera 0,01; 0,1; 1 
Oralno, raztopina 
saharoze 
96 h Smrtnost 
↑ smrtnost (1 mgL-1 - Pt+PVF,  




TiO2 NM 44 A. mellifera 0,1; 1; 10; 100 
Oralno, raztopina 
saharoze 
96 h Smrtnost ↑ smrtnost (100 mgL-1: 28 %)  
Özkan in 
sod., 2014 




Smrtnost, st. prehranjevanja, 
encimska aktivnost v moţganih 




TiO2 – Ag 
NM 
43 A. mellifera 0,01; 0,1; 1, 10 
Oralno, raztopina 
saharoze 





45 A. mellifera 




96 h Smrtnost ↑ smrtnost (1 mgL-1: 20 %)  
Özkan in 
sod., 2014 





24 h Izbira hrane Preferenca hrane z ZnO 
Glavan in 
sod., 2017 




Smrtnost, st. prehranjevanja, 
encimska aktivnost v moţganih 
(GST, AChE v VT frakciji) 








Smrtnost, st. prehranjevanja, 
aktivnost GST, aktivnost AChE  
↓ preţivetje 
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Priloga B: Pregled literature nanotoksikoloških laboratorijskih študij na kopenskih enakonoţcih (Porcellio scaber in Porcellionides pruinosus), ki so bile narejene na 
nanomaterialih (NM). (Legenda: SP–stopnja prehranjevanja; SI–stopnja iztrebljanja; UAH–uĉinkovitost asimilacije hrane; SB–sprememba biomase; µPIXE–protonsko 
inducirana emisija rentgenskih ţarkov; TEM–presevna elektronska mikroskopija; LE-XRF–nizko energijska rentgenska spektroskopija; FTIR–Fourierjeva 
transformacijska infrardeĉa spektroskopija; CAT–katalaza; GST–glutation S-transferaza; CA–citronska kislina; PVP–polivinilpirolidon) 
Annex B: Review of the nanotoxicological laboratory studies that were done on terrestrial isopods (Porcellio scaber and Porcellionides pruinosus). (Legend: : SP–
feeding rate; SI–defecation rate; UAH–food assimilation efficiency; SB–biomass change; µPIXE–proton induced X-ray emission; TEM–transmission electron 
















Trajanje Biomarkerji Rezultati Referenca 
Ag / 30‒200 P. scaber 
0,0001; 0,01; 0,1; 
1, 5 
Oralna, leskovi listi 14 d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SB), lokalizacija Ag v tkivih 
(µPIXE), analiza ultrastrukture 
hepatopankreasa (TEM)  
Mikrolokalizacija Ag v 
hepatopankreasu, kolokalizacija s 
Cu 
Pipan-Tkalec 





AgNO3 3‒8 P pruinosus 
0,001; 0,005; 
0,01; 0,05; 0,1 
Prst Lufa 2.2; 
Oralna, listi jelše 




Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), 
bioakumulacija Ag, izbira prsti 
AgNO3 > Ag NM 
Prst: ↓ SP; ↓ biomasa; ↑ 
vsebnost Ag 
Hrana: ↑smrtnost (AgNO3) 
↓ SP in SI; ↑ UAH, ↑ vsebnost 







AgNO3 3‒8 P pruinosus 
Prst: 0,03; 0,06 
Hrana: 0,534; 
0,832 
Oralna; preko onesn. 
prsti Lufa 2.2 + 
hrana ad libitum; 
onesn. listi jelše 
21 d 
(izpostavite




Kinetika Ag, lokalizacija Ag v 
hepatopankreasu, smrtnost, 
prehranjevalni indeksi (SP, SI, 
UAH, SB) 
↑ vsebnost Ag konc. odvisna 
(prst< hrana); hiter privzem Ag, 
zanemarljiva eliminacija 
Hrana: ↑smrtnost (AgNO3) 






< 20  P. scaber 0,001; 0,1; 1 Oralna, leskovi listi 14 d 
Karakt. Ag-zvrsti, ocena 
biodostopnosti Ag-zvrsti, 
smrtnost, prehr. indeksi (SP, SI, 
UAH, SB), bioakumulacija Ag 
↓ SP in SI (1 g kg-1) 
↑ UAH 






15,7 P. scaber 0,01 in 0,06 Oralna, leskovi listi 
14 d 
 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), 
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Trajanje Biomarkerji Rezultati Referenca 
CeO2  10‒50 P pruinosus 0,01; 0,1; 1 
Oralna; preko onesn. 
prsti Lufa 2.2 + 
hrana ad libitum 
14 d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SB), vpliv na strupenost 
fenantrena 
↓ SP (1 g kg-1) 
Tourinho in 
sod., 2015c 
CeO2  ? P. scaber 1, 2, 5 Oralna, leskovi listi 14 d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), lipidna 
peroksidacija (hepatopankras) 
↑ SP (1 g kg-1) 
↓ SP (2 in 5 g kg-1) 
↑ lipidna peroksidacija 





5‒15 P. scaber 1, 2, (5) Oralna, leskovi listi 14 d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), lipidna 
peroksidacija (hepatopankras), 
lokalizacija(µPIXE, LE-XRF) in 
bioakumulacija Co, Fe 
↓ SP (2 in 5 g kg-1) 
↑ destabilizacija membran (Co2+)  
Mikrolokalizacija Co v 
hepatopankreasu, kolokalizacija s 
Cu, ↑ vsebnost Co (Co2+ > 











5‒15 P. scaber 
2 in 5 (Co) 
3,8 in 9,5 (Fe) 
Oralna, leskovi listi 14 d 
Kemijska karakt.disperzij, 
smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB) 
↑ vsebnost Co (Co2+ > CoFe2O4 
+CA) 
CA vpliva na privezem Co  







50‒150 P. scaber 2 in 5 Oralna, leskovi listi 
14 d 
14 d + 14 d 
neonesn. 
hrane 
Karakt. Cu-zvrsti, ocena 
biodostopnosti Cu-zvrsti, 
smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), 
bioakumulacija Cu 
↓ SP, SI  
↑ UAH 
↑ vsebnost Cu (konc. odvisna, 
primerljiva med Cu NM in Cu2+) 
Golobiĉ in 
sod., 2012 
TiO2 / 15 P. scaber 
0,0001 – 3 
(nesonicirani) 
1, 2, 3 
(sonicirani) 
Oralna, leskovi listi 3 d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), aktivnost 
encimov v hepato. (CAT, GST) 
↓ CAT, GST (0,0005, 2, 3 g kg-1, 
nesonic.) 









0,01; 0,1; 1 
(nesonic., 25 in 
75 nm) 
1 (sonic., 25 nm) 
Oralna, leskovi listi 
3 d 
14 d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), aktivnost 
encimov v hepato. (CAT, GST) 
Veĉji vpliv 25 nm TiO2 
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P. scaber 0,1; 1, 2 Oralna, leskovi listi 
3 d 
7 d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), DCMH, 
lipidna peroksidacija 
↑ destabilizacija membran (1, 2 g 
kg-1) 
↑ lipidna peroksidacija (7 dni, 1, 
2 g kg-1) 
Valant in 
sod., 2012 
TiO2 / < 25 P. scaber 1 in 2 Oralna, leskovi listi 
3, 7, 14, 28 
d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), DCMH 
Spremembe v VT 




TiO2 / < 25 P. scaber 0,1; 1, 2, 5 Oralna, leskovi listi 14 d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), DCMH 
lokalizacija Ti v tkivih (µPIXE), 
bioakumulacija Ti (ICP-MS) 
↑ destabilizacija membran (1, 5 g 
kg-1) 




TiO2 / < 25 P. scaber 0,1 in 1 Oralna, leskovi listi 3, 7, 14 d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), DCMH 
lokalizacija Ti v tkivih (µPIXE) 
↓ SP (1 g kg-1) 
↑ destabilizacija membran (1 g 
kg-1) 
Lokalizacija Ti v lumnu ĉrevesa 
Novak in 
sod., 2012c 
TiO2 / < 25 P. scaber 1, 2, 5 Oralna, leskovi listi 28 d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), DCMH, 
histološki (debelina epitela in 
prisotnost lipidnih kapelj v 
hepat.) 
↓ debelina epitela hepat. (konc. 
odvisnost) 
↓ lipidnih kapelj v hepat. (konc. 
odvisnost) 
Menard-





/ 100‒300 P. scaber 0,05; 0,1; 0,5; 1 
Oralna, preko onesn. 
prsti Lufa 2.2, 
leskovi listi 
14 d 
Smrtnost, SP, energijske zaloge 
(celokupni proteini, oglj. hidrati, 
trigliceridi), izbira hrane 
Vpliv lokacije izpostavitve na SP 
↓ SP (hlev > na prostem, v 
gozdu) 







P. scaber 5 Oralna, leskovi listi 7 d 
SEM-EDX analiza in molekulski 
profil hepatopankreasa (FTIR), 
smrtnost,prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), DCMH 
Spr.molekulskega profila SEM-
EDX: vlaknaste strukture na 
površini celic 







< 1000  
P. scaber 2 in 5 Oralna, leskovi listi 28 d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, SB), bioakumulacija Zn 
↑ vsebnost Zn (konc. odvisna) 
Pipan-Tkalec 






P. pruinosus 0,25; 0,5; 1, 2, 4 
Oralna; preko onesn. 
naravne prsti in prsti 
Lufa 2.2 + hrana ad 
libitum 
14 d 
Vpliv pH na strupenost Zn-zvrsti 
(pH 4,5, 6,2, 7,3 in 5,1 (Lufa 
2.2)): smrtnost, VT, SB, 
bioakumulacija Zn 
↑ smrtnost (ZnO pH 4,5<6,2<7,3; 
Zn2+ pH 6,2<4,5<7,3) 
↑ vsebnost Zn (konc. odvisna) 
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< 100 P. scaber 1,5; 4 Oralna, leskovi listi 14 d 
Molekulski profil 
hepatopankreasa (FTIR), 
smrtnost, SP, SB, bioakumulacija 
Zn 
Spr. molekulskega profila (ZnO 
in Zn2+) 
↑↓ VT (1,5 in 4 Zn2+, resp.)  









P. scaber 4 Oralna, peleti 14 d 
Smrtnost, prehranjevalni indeksi 
(SP, SI, UAH, SB), energijske 




in sod., 2018 
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Dopolnilni rezultati, ki sluţijo za podporo, primerjavo in razlago razultatov 14-
dnevnega prehranjevalnega testa brez izbire hrane z nanodelci srebra (nAg) in 
enakonoţci Porcellio scaber. V Prilogi C so predstavljeni rezultati štirih 
prehranjevalnih testov brez izbire hrane, ki smo jih izvedli v obdobju med 2014-2016, 
in vkljuĉujejo rezultate smrtnosti in indeksov prehranjevanja (stopnje prehranjevanja, 
stopnje iztrebljanja, uĉinkovitosti asimilacije hrane in spremembe biomase). 
 
 
Priloga C1: Smrtnost (v %) enakonoţcev Porcellio scaber med 14-dnevno izpostavitvijo hrani 
onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg) v 4 prehranjevalnih testih brez izbire hrane, ki smo jih izvedli v letih 
2014‒2016. Številske oznake nad stolpci prikazujejo smrtnost (%) v posameznem tretmaju. Preĉna 
(rdeĉa) ĉrta oznaĉuje najvišjo priporoĉeno smrtnost (< 20%) v kontrolni skupini, ki doloĉa veljavnost 
poskusa (Hornung in sod., 1998). 
Annex C1: Mortality (in %) of isopods Porcellio scaber during 14 d exposure to nAg treated food in 4 
feeding performed in years 2014‒2016. Numbers above bars represent mortality of isopods in individual 
treatment. Horizontal (red) line marks the highest allowed mortality (< 20 %) of isopods in control group 
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Priloga C2: Stopnja prehranjevanja enakonoţcev Porcellio scaber v 14-dnevni izpostavitvi hrani, 
onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg), v 4 prehranjevalnih testih brez izbire hrane, ki smo jih izvedli v letih 
2014-2016. V testih smo uporabili razliĉne kombinacije nominalnih koncentracij nAg v razponu med 0,01 
in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in 
minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa ţivali); (K+) pozitivna kontrola  




 suhe hrane); število ţivali v posameznem tretmaju (n =); statistiĉne razlike 
med kontrolo in tretmaji z nAg glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 (*), p < 
0,01 (**); p < 0,001 (***)). 
Annex C2: Feeding rate of isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to nAg-treated 
food in 4 feeding tests performed in years 2014‒2016.  Symbols on the box plot represent maximum and 
minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), outliers (-); fresh body weight (STŢ); number of 




 dry food); asterisks 
indicate statistical differences between control and the test groups with nAg according to Mann-Whitney 
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Priloga C3: Stopnja iztrebljanja enakonoţcev Porcellio scaber v 14-dnevni izpostavitvi hrani, 
onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg), v 4 prehranjevalnih testih brez izbire hrane, ki smo jih izvedli v letih 
2014-2016. V testih smo uporabili razliĉne kombinacije nominalnih koncentracij nAg v razponu med 0,01 
in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in 
minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa ţivali); (K+) pozitivna kontrola  




 suhe hrane); število ţivali v posameznem tretmaju (n =); statistiĉne razlike 
med kontrolo in tretmaji z nAg glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 0,05 (*), p < 
0,01 (**); p < 0,001 (***)).  
Annex C3: Defecation  rate of isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to nAg-treated 
food in 4 feeding tests performed in years 2014‒2016.  Symbols on the box plot represent maximum and 
minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), outliers (-); fresh body weight (STŢ); number of 




 dry food); asterisks 
indicate statistical differences between control and the test groups with nAg according to Mann-Whitney 
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Priloga C4: Uĉinkovitost asimilacije hrane pri enakonoţcih Porcellio scaber, ki so bili 14 dni 
izpostavljeni hrani, onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg), v 4 prehranjevalnih testih brez izbire hrane, ki 
smo jih izvedli v letih 2014-2016. V testih smo uporabili razliĉne kombinacije nominalnih koncentracij 
nAg v razponu med 0,01 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji 
predstavljajo maksimum in minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa ţivali); 




 suhe hrane); število ţivali v posameznem tretmaju (n 
=); statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji z nAg glede na Mann-Whitney U test so oznaĉene z 
zvezdico (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**); p < 0,001 (***)). 
Annex C4: Food assimilation efficiency of isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to 
nAg-treated food in 4 feeding tests performed in years 2014‒2016.  Symbols on the box plot represent 
maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), outliers (-); fresh body weight (STŢ); 




 dry food); 
asterisks indicate statistical differences between control and the test groups with nAg according to Mann-
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Priloga C5: Sprememba biomase pri enakonoţcih Porcellio scaber, ki so bili 14 dni izpostavljeni hrani, 
onesnaţeni z nanodelci srebra (nAg), v 4 prehranjevalnih testih brez izbire hrane, ki smo jih izvedli v letih 
2014-2016.  V testih smo uporabili razliĉne kombinacije nominalnih koncentracij nAg v razponu med 
0,01 in 2 g kg
-1
 suhe hrane, ki oznaĉujejo abscisno os. Oznake okvirja z roĉaji predstavljajo maksimum in 
minimum (roĉaj: 
┬
 ┴), povpreĉje (), osamelec (-); STŢ (sveţa teţa ţivali); (K+) pozitivna kontrola  




 suhe hrane); število ţivali v posameznem tretmaju (n =); preĉna (rdeĉa) ĉrta 
oznaĉuje 0% spremembo biomase; statistiĉne razlike med kontrolo in tretmaji z nAg glede na Mann-
Whitney U test so oznaĉene z zvezdico (p < 0,01 (**); p < 0,001 (***)). 
Annex C5: Biomass change of isopods Porcellio scaber that had been exposed for 14 days to nAg-
treated food in 4 feeding tests performed in years 2014‒2016. Symbols on the box plot represent 
maximum and minimum values (whiskers: 
┬
 ┴), mean values (), outliers (-); fresh body weight (STŢ); 




 dry food); 
horizontal (red) line marks 50 % biomass change; asterisks indicate statistical differences between control 
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Podrobnosti analize nanomaterialov s presevno ali vrstiĉno elektronsko mikroskopijo, ki 
sluţijo kot podpora rezultatom karakterizacije v Poglavju 4.1.1. Priloga D vkljuĉuje: 
- Priloga D1: vodna disperzija nano srebra (nAg); 
- Priloga D2: vodna disperzija nano cerijevega (IV) oksida (nCeO2, NanoMILE); 
- Priloga D3: vodna disperzija nano cerijevega (IV) oksida (nCeO2, Sigma 
Aldrich); 






Priloga D1: Mikrografiji nanodelcev vodne disperzije nano srebra (nAg) pri niţji (levo) in višji poveĉavi 
(desno), ki smo jih analizirali z uporabo presevne elektronske mikroskopije (TEM).  
Annex D1: Transmission electron micrographs of silver nanoparticles (nAg) dispersion at lower (left) and 
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Processing option : All elements analysed (Normalised) 
Spectrum In stats. O Cl Ca Ce Au Total  
         
Spectrum 1 Yes 15.76 6.37 2.94 68.16 6.77 100.00  
         
Mean  15.76 6.37 2.94 68.16 6.77 100.00  
Std. deviation  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00   
Max.  15.76 6.37 2.94 68.16 6.77   
Min.  15.76 6.37 2.94 68.16 6.77   
All results in weight% 
 
Priloga D2: Mikrografiji z oznaĉenim ROI in tabela z rezultati analize nanodelcev vodne disperzije 
cerijevega (IV) oksida (nCeO2, NanoMILE), ki smo jo analizirali z uporabo vrstiĉne elektronske 
mikroskopije s poljsko emisijo in energijske disperzijske rentgenske spektroskopije pri 15 kV (FE-SEM: 
Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB). 
Annex D2: Micrographs of cerium (IV) oxide nanoparicles (nCeO2, NanoMILE) aqueous dispersion with 
marked ROI and table with results of analysis with field emission scanning electron microscope and 
energy dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, 
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Priloga D3: Mikrografija z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX nanodelcev praška cerijevega (IV) 
oksida (nCeO2, Sigma Aldrich), ki smo ga analizirali z uporabo vrstiĉne elektronske mikroskopije s 
poljsko emisijo in energijske disperzijske rentgenske spektroskopije pri 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-
6500F, EDX: EDS/WDS Oxford Instruments INCA, Ltd., VB). 
Annex D3: Micrograph of cerium (IV) oxide nanopowder (nCeO2, Sigma Aldrich) with marked ROI and 
summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy dispersive X-ray 
spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-6500F, EDX: EDS/WDS Oxford Instruments INCA, Ltd.,  
GB).
Spectrum processing :  
Peaks possibly omitted : 0.261, 1.661, 2.134, 2.416, 9.690 
keV 
 
Processing option : All elements analyzed (Normalised) 
Number of iterations = 2 
 
Standard : 
O    SiO2   1-Jun-1999 12:00 AM 
Ce    CeO2   1-Jun-1999 12:00 AM 
 
Element Weight% Atomic%  
         
O K 12.19 54.86  
Ce L 87.81 45.14  
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Priloga D4: Mikrografiji nanodelcev vodne disperzije nano titanovega dioksida (nTiO2, Sigma Aldrich) 
pri višji (levo; 250,000 x) in niţji poveĉavi (desno; x20,000), ki smo jih analizirali z uporabo presevne 
elektronske mikroskopije (TEM) (povzeto po: Jemec in sod., 2008). 
Annex D4: Transmission electron micrographs of titanium dioxide nanoparticles (nTiO2, Sigma Aldrich) 
aqueous dispersion at higher (lefr: 250,000 x) and lower magnification (right: 20,000 x) (adapted after 
Jemec et al., 2008). 
 
 
Priloga D5: Mikrografiji (A, B) z oznaĉenim ROI (B) in rezultati analize EDX (C) površine leskovega 
lista, na katerega je bila nanešena vodna disperzija nanodelcev nano titanovega dioksida (nTiO2, Sigma 
Aldrich) s koncentracijo 1 g kg
-1
 suhe hrane, ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom 
na poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-
6500F, EDX: EDS/WDS Oxford Instruments INCA, Ltd., VB). (povzeto po Valant in sod., 2012) 
Annex D5: Micrographs (A, B) and results of analysis (C) of hazelnut tree leaf surface that was 
contaminated with titanium dioxide nanoparticles (nTiO2, Sigma Aldrich) aqueous dispersion at 
concentration of 1 g kg
-1
. Analysis was performed with with field emission scanning electron microscope 
and energy dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-6500F, EDX: EDS/WDS Oxford 
Instruments INCA, Ltd.,  GB). (adapted from Valant et al., 2012)  
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Dodatek k rezultatom karakterizacije disperzij nanodelcev srebra in cerijevega (IV) 
oksida, ki smo jih uporabili v poskusih s ĉebelami. 
 
Priloga E1: Dodatek h karakterizaciji disperzij nanodelcev srebra v 1,5 M saharozi, ki smo jih uporabili v 
poskusih s ĉebelami. Da bi preverili, ali pride do adsorbcije Ag na stene ultracentrifugirk med 
ultracentrifugiranjem (UC), in da bi ocenili uĉinkovitost mikrovalovnega kislinskega razklopa saharoze, 
smo UC in meritve Ag izvedli tudi z analitskim standardom Ag v 1,5 M raztopini saharoze s 
koncentracijami (c) 2, 10, 50, 250 in 500 mgL
-1
. Preglednica zdruţuje izmerjene koncentracije 
razklopljenih vzorcev Ag standarda v 1,5 M raztopini saharoze pred in po UC, izraĉunano spremembo 
izmerjene koncentracije po UC glede na izhodišĉno izmerjeno koncentracijo pred UC in pa izraĉunan 
izkoristek (%). Rezultati so podani kot povpreĉje treh neodvisnih meritev ± standardna deviacija (±SD). 
Annex E1: Addition to the characterisation of silver nanoparticles dispersions in 1.5 M sucrose  that were 
used in tests with honey bees. To verify the adsorption of Ag on the test tube walls during 
ultracentrifugation (UC) and to assess the efficiency of microwave assisted acid digestion of sucrose, UC 
and analysis of Ag were done using Ag analytical standard prepared in 1.5 M sucrose at various 
concentrations (c) 2, 10, 50, 250, and 500 mgL
-1
. Table comprises measured Ag concentrations before 
and after UC, change in Ag concentration after UC (in %), and calculated recovery (in %). Results are 
given as average values of 3 independent measurments ± standard deviation (±SD). 
 












Ag standard, pred UC 
2  2,013±0,009 / 100,65±0,46 
10  10,32±0,30 / 103,22±3,02 
50 48,93±0,29 / 97,87±0,57 
250   251,08±1,07 / 100,43±0,43 
500 500,29±1,50 / 100,06±0,30 
Ag standard, po UC 
2  1,999±0,013 99,31±0,94 99,95±0,64 
10  10,46±0,48 101,35±2,24 104,63±4,77 
50 49,39±0,92 100,94±2,00 98,78±1,85 
250   250,52±2,10 99,78±0,90 100,21±0,84 
500 503,12±3,24 100,34±0,45 100,62±0,65 
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Priloga E2: Dodatek k rezultatom karakterizacije disperzije nanodelcev cerijevega (IV) oksida, ki smo ga 
uporabili v poskusih s ĉebelami. Da bi preverili, ali pride do adsorbcije Ce na stene ultracentrifugirk med 
ultracentrifugiranjem (UC) in da bi ocenili uĉinkovitost mikrovalovnega kislinskega razklopa saharoze, 
smo UC in meritve Ce izvedli tudi z analitskim standardom Ce v 1,5 M raztopini saharoze s 
koncentracijami (c) 2, 10, 50, 250 in 500 mgL
-1
.  Preglednica zdruţuje izmerjene koncentracije 
razklopljenih vzorcev Ce standarda v 1,5 M raztopini saharoze pred in po UC, izraĉunano spremembo 
izmerjene koncentracije po UC glede na izhodišĉno izmerjeno koncentracijo pred UC in pa izraĉunan 
izkoristek (%).  
Annex E2: Addition to the characterisation of cerium (IV) oxide nanoparticles dispersions in 1.5 M 
sucrose  that were used in tests with honey bees. To verify the adsorption of Ce on the test tube walls 
during ultracentrifugation (UC) and to assess the efficiency of microwave assisted acid digestion of 
sucrose, UC and analysis of Ce were done using Ce analytical standard prepared in 1.5 M sucrose at 
various concentrations (c) 2, 10, 50, 250, and 500 mgL
-1
. Table comprises measured Ce concentrations 
before and after UC, change in Ce concentration after UC (in %), and calculated recovery (in %).  
 








Sprememba c (%) 
Izkoristek 
(%) 
Ce standard, pred UC    
2 2,34 / 117,00 
10  12,59 / 125,90 
50 60,81 / 121,62 
250   280,16 / 112,64 
500 541,24 / 108,08 
Ce standard, po UC    
2 2,35 100,43 117,50 
10  11,57 91,90 115,70 
50 58,21 95,72 116,42 
250   288,00 102,80 115,20 
500 526,64 97,30 105,33 
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In stats. Au Total  
Spectrum 1 Yes 3.42 3.42  
Mean  3.42 3.42  
Std. deviation  0.00   
Max.  3.42   
Min.  3.42   




Podrobnosti SEM-EDX analize površine ĉebel, ki sluţijo kot podpora rezultatom 








Priloga F1: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine glave ĉebele po izpostavitvi 
hrani onesnaţeni z nAg (500 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na 
poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: 
Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB).  
Annex F1: Micrographs of honey bee's head surface after exposure to nAg-treated food (500 mg nAg L
-1
) 
with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy 
dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford 
Instruments Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In stats. Au Total  
     
Spectrum 1 Yes 2.61 2.61  
     
Mean  2.61 2.61  
Std. deviation  0.00   
Max.  2.61   
Min.  2.61   









Priloga F2: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine glave ĉebele po izpostavitvi 
hrani onesnaţeni z nAg (500 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na 
poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: 
Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB). 
Annex F2: Micrographs of honey bee's head surface after exposure to nAg-treated food (500 mg nAg L
-1
) 
with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy 
dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford 
Instruments Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In stats. Au Total  
     
Spectrum 1 Yes 3.80 3.80  
     
Mean  3.80 3.80  
Std. deviation  0.00   
Max.  3.80   
Min.  3.80   








Priloga F3: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine glave ĉebele po izpostavitvi 
hrani onesnaţeni z nAg (500 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na 
poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: 
Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB).  
Annex F3: Micrographs of honey bee's head surface after exposure to nAg-treated food (500 mg nAg L
-1
) 
with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy 
dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford 
Instruments Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In stats. Au Total  
     
Spectrum 1 Yes 3.38 3.38  
     
Mean  3.38 3.38  
Std. deviation  0.00   
Max.  3.38   
Min.  3.38   








Priloga F4: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine glave ĉebele po izpostavitvi 
hrani onesnaţeni z nAg (500 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na 
poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: 
Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB).  
Annex F4: Micrographs of honey bee's head surface after exposure to nAg-treated food (500 mg nAg L
-1
) 
with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy 
dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford 
Instruments Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In stats. Au Total  
     
Spectrum 1 Yes 3.74 3.74  
     
Mean  3.74 3.74  
Std. deviation  0.00   
Max.  3.74   
Min.  3.74   








Priloga F5: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine glave ĉebele po izpostavitvi 
hrani onesnaţeni z nAg (500 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na 
poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: 
Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB).   
Annex F5: Micrographs of honey bee's head surface after exposure to nAg-treated food (500 mg nAg L
-1
) 
with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy 
dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford 
Instruments Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In stats. Au Total  
     
Spectrum 1 Yes 2.57 2.57  
     
Mean  2.57 2.57  
Std. deviation  0.00   
Max.  2.57   
Min.  2.57   








Priloga F6: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine glave ĉebele iz kontrolne 
skupine, ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko 
disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA 
Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB). 
Annex F6: Micrographs of honey bee's head surface from control treatment with marked ROI and 
summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy dispersive X-ray 
spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments 
Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In 
stats. 
C I Au Total  
       
Spectrum 1 Yes 2.24 0.11 3.19 5.54  
       
Mean  2.24 0.11 3.19 5.54  
Std. deviation  0.00 0.00 0.00   
Max.  2.24 0.11 3.19   
Min.  2.24 0.11 3.19   









Priloga F7: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine glave ĉebele iz kontrolne 
skupine, ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko 
disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA 
Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB).  
Annex F7: Micrographs of honey bee's head surface from control treatment with marked ROI and 
summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy dispersive X-ray 
spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments 
Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In 
stats. 
C Al Au Total  
Spectrum 1 Yes 0.34 0.08 2.40 2.82  
Mean  0.34 0.08 2.40 2.82  
Std. 
deviation 
 0.00 0.00 0.00   
Max.  0.34 0.08 2.40   
Min.  0.34 0.08 2.40   






Priloga F8: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine glave ĉebele iz kontrolne 
skupine, ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko 
disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA 
Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB).  
Annex F8: Micrographs of honey bee's head surface from control treatment with marked ROI and 
summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy dispersive X-ray 
spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments 
Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In 
stats. 
C Au Total  
      
Spectrum 1 Yes 2.16 4.34 6.49  
      
Mean  2.16 4.34 6.49  
Std. deviation  0.00 0.00   
Max.  2.16 4.34   
Min.  2.16 4.34   






   
 
Priloga F9: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine glave ĉebele iz kontrolne 
skupine, ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko 
disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA 
Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB).  
Annex F9: Micrographs of honey bee's head surface from control treatment with marked ROI and 
summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy dispersive X-ray 
spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments 
Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In stats. C Au Total  
      
Spectrum 1 Yes 0.84 4.98 5.82  
      
Mean  0.84 4.98 5.82  
Std. deviation  0.00 0.00   
Max.  0.84 4.98   
Min.  0.84 4.98   








Priloga F10: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine trupa ĉebele po 
izpostavitvi hrani onesnaţeni z nAg (500 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim 
mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-
EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB). 
Annex F10: Micrographs of honey bee's thorax surface after exposure to nAg-treated food (500 mg nAg 
L
-1
) with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and 
energy dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, 
Oxford Instruments Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In stats. C Au Total  
      
Spectrum 1 Yes 1.00 3.91 4.91  
      
Mean  1.00 3.91 4.91  
Std. deviation  0.00 0.00   
Max.  1.00 3.91   
Min.  1.00 3.91   








Priloga F11: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine trupa ĉebele po 
izpostavitvi hrani onesnaţeni z nAg (500 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim 
mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-
EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB). 
Annex F11: Micrographs of honey bee's thorax surface after exposure to nAg-treated food (500 mg nAg 
L
-1
) with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and 
energy dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, 
Oxford Instruments Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In 
stats. 
C O Au Total  
       
Spectrum 1 Yes 1.81 0.24 4.59 6.64  
       
Mean  1.81 0.24 4.59 6.64  
Std. deviation  0.00 0.00 0.00   
Max.  1.81 0.24 4.59   
Min.  1.81 0.24 4.59   








Priloga F12: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine trupa ĉebele po 
izpostavitvi hrani onesnaţeni z nAg (500 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim 
mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-
EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB). 
Annex F12: Micrographs of honey bee's thorax surface after exposure to nAg-treated food (500 mg nAg 
L
-1
) with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and 
energy dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, 
Oxford Instruments Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In stats. C Au Total  
      
Spectrum 1 Yes 1.38 4.18 5.56  
      
Mean  1.38 4.18 5.56  
Std. deviation  0.00 0.00   
Max.  1.38 4.18   
Min.  1.38 4.18   








Priloga F13: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine trupa ĉebele po 
izpostavitvi hrani onesnaţeni z nAg (500 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim 
mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-
EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB). 
Annex F13: Micrographs of honey bee's thorax surface after exposure to nAg-treated food (500 mg nAg 
L
-1
) with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and 
energy dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, 
Oxford Instruments Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In stats. Au Total  
     
Spectrum 1 Yes 3.86 3.86  
     
Mean  3.86 3.86  
Std. deviation  0.00   
Max.  3.86   
Min.  3.86   








Priloga F14: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine trupa ĉebele po 
izpostavitvi hrani onesnaţeni z nAg (500 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim 
mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-
EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB).   
Annex F14: Micrographs of honey bee's thorax surface after exposure to nAg-treated food (500 mg nAg 
L
-1
) with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and 
energy dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, 
Oxford Instruments Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In 
stats. 
C O Si Ca Au Total  
         
Spectrum 
1 
Yes 2.51 0.28 0.15 0.05 4.70 7.69  
         
Mean  2.51 0.28 0.15 0.05 4.70 7.69  
SD  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00   
Max.  2.51 0.28 0.15 0.05 4.70   
Min.  2.51 0.28 0.15 0.05 4.70   








Priloga F15: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine trupa ĉebele iz kontrolne 
skupine, ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko 
disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA 
Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB). 
Annex F15: Micrographs of honey bee's thorax surface from control treatment with marked ROI and 
summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy dispersive X-ray 
spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments 
Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectr. In 
stats 
C N O Ca Au Total  
         
Spectr. 1 Yes 0.57 0.21 0.49 0.38 4.02 5.67  
         
Mean  0.57 0.21 0.49 0.38 4.02 5.67  
SD  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00   
Max.  0.57 0.21 0.49 0.38 4.02   
Min.  0.57 0.21 0.49 0.38 4.02   







Priloga F16: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine trupa ĉebele iz kontrolne 
skupine, ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko 
disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA 
Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB).  
Annex F16: Micrographs of honey bee's thorax surface from control treatment with marked ROI and 
summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy dispersive X-ray 
spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments 
Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In 
stats. 
C Ca Au Total  
       
Spectrum 1 Yes 0.34 0.08 3.04 3.47  
       
Mean  0.34 0.08 3.04 3.47  
Std. 
deviation 
 0.00 0.00 0.00   
Max.  0.34 0.08 3.04   
Min.  0.34 0.08 3.04   





   
 
Priloga F17: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine trupa ĉebele iz kontrolne 
skupine, ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko 
disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA 
Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB). 
Annex F17: Micrographs of honey bee's thorax surface from control treatment with marked ROI and 
summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy dispersive X-ray 
spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments 
Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In stats. Au Total  
     
Spectrum 1 Yes 1.55 1.55  
     
Mean  1.55 1.55  
Std. deviation  0.00   
Max.  1.55   
Min.  1.55   








Priloga F18: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine trupa ĉebele iz kontrolne 
skupine, ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko 
disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA 
Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB). 
Annex F18: Micrographs of honey bee's thorax surface from control treatment with marked ROI and 
summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy dispersive X-ray 
spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments 
Analytical, Ltd., GB).  
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Processing option : All elements analysed 
Spectrum In stats. Au Total  
     
Spectrum 1 Yes 1.45 1.45  
     
Mean  1.45 1.45  
Std. deviation  0.00   
Max.  1.45   
Min.  1.45   








Priloga F19: Mikrografije z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine trupa ĉebele iz kontrolne 
skupine, ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko 
disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (SEM-EDX, FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA 
Wave 500, Oxford Instruments Analytical, Ltd., VB). 
Annex F19: Micrographs of honey bee's thorax surface from control treatment with marked ROI and 
summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy dispersive X-ray 
spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-7600F, EDX: INCA Wave 500, Oxford Instruments 
Analytical, Ltd., GB).  
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Podrobnosti SEM-EDX analize površine glave ĉebel, ki sluţijo kot podpora rezultatom 




Processing option : All elements analysed (Normalised) 
Spectrum In stats. C O K Ca Ce Au Total  
Spectrum 1 Yes 62.80 23.20 1.36 0.62 0.00 12.01 100.00  
Spectrum 2 Yes 63.94 23.88 0.95 0.57 0.00 10.66 100.00  
          
Mean  63.37 23.54 1.15 0.60 0.00 11.34 100.00  
Std. deviation  0.80 0.48 0.29 0.04 0.00 0.96   
Max.  63.94 23.88 1.36 0.62 0.00 12.01   
Min.  62.80 23.20 0.95 0.57 0.00 10.66   
All results in weight% 
 
Priloga G1: Mikrografija z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine antene po izpostavitvi 
ĉebele hrani onesnaţeni z nCeO2 (50 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim mikroskopom 
na poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-
6500F, EDX: EDS/WDS Oxford Instruments INCA, Ltd., VB). 
Annex G1: Micrograph of honey bee's antenna surface after exposure to nCeO2-treated  food (50 mgL
-1
) 
with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy 
dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-6500F, EDX: EDS/WDS Oxford 
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Processing option : All elements analysed (Normalised) 
Spectrum In stats. C O Ca Ce Au Total  
Spectrum 1 Yes 62.07 30.85 0.00 0.00 7.08 100.00  
Spectrum 2 Yes 59.46 31.91 0.37 0.00 8.26 100.00  
Spectrum 3 Yes 44.18 35.54 20.28 0.00 0.00 100.00  
         
Mean  55.24 32.77 6.88 0.00 5.11 100.00  
Std. deviation  9.66 2.46 11.60 0.00 4.47   
Max.  62.07 35.54 20.28 0.00 8.26   
Min.  44.18 30.85 0.00 0.00 0.00   
All results in weight% 
 
Priloga G2: Mikrografija z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine ustnih okonĉin po 
izpostavitvi ĉebele hrani onesnaţeni z nCeO2 (50 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim 
mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (FE-
SEM: Jeol JSM-6500F, EDX: EDS/WDS Oxford Instruments INCA, Ltd., VB). 
Annex G2: Micrograph of honey bee's mouth parts surface after exposure to nCeO2-treated  food (50 
mgL
-1
) with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and 
energy dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-6500F, EDX: EDS/WDS Oxford 
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C O Na Mg Al Si P Cl K Ca Ti Total  
               
Spectrum 1 Yes 40.53 47.10 0.34 0.27   0.20 0.27 0.19 11.11  100.00  
Spectrum 2 Yes 54.42 38.12  0.20 0.75 0.88  0.36 0.23 4.38 0.66 100.00  
               
Max.  54.42 47.10 0.34 0.27 0.75 0.88 0.20 0.36 0.23 11.11 0.66   
Min.  40.53 38.12 0.34 0.20 0.75 0.88 0.20 0.27 0.19 4.38 0.66   





Priloga G3: Mikrografija z oznaĉenim ROI in rezultati analize EDX površine glave ĉebele po 
izpostavitvi hrani onesnaţeni z nCeO2 (50 mgL
-1
), ki smo jo analizirali z vrstiĉnim elektronskim 
mikroskopom na poljsko emisijo in energijsko disperzijsko rentgensko spektroskopijo pri 15 kV (FE-
SEM: Jeol JSM-6500F, EDX: EDS/WDS Oxford Instruments INCA, Ltd., VB). 
Annex G3: Micrograph of honey bee's head surface after exposure to nCeO2-treated  food (50 mgL
-1
) 
with marked ROI and summary of analysis with field emission scanning electron microscope and energy 
dispersive X-ray spectroscopy at 15 kV (FE-SEM: Jeol JSM-6500F, EDX: EDS/WDS Oxford 
Instruments INCA, Ltd., GB).  
 
 
 
 
